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Bd. 325 (1961) i 


Die Umwandlung des Thiamins in der Leber! 
Von 
Ottavio Barnabei und Liesel Wildemann 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Oktober 1959) 


Uber den Abbau des Vitamins B, im tierischen Organismus ist noch 
wenig bekannt. [acono und Johnson? haben an Ratten intraperitoneal 
Thiamin verabreicht, das am C-2 des Thiazolringes markiert war, und 
im Harn nach Phenolextraktion® durch Papierchromatographie, Radio- 
autographie und Bioautographie 16 verschiedene Thiaminderivate fest- 
gestellt, darunter Thiamin, Cocarboxylase, Thiamincarbonsaure, Pyr- 
amin, Thiochrompyrophosphat, Thiamindisulfid, Thiochrom und Thia- 
zol. Ohne Zweifel sind die Liicken, die heute noch in der Aufklarung des 
Thiaminstoffwechsels im Organismus bestehen, teils auf die groBe Emp- 
findlichkeit des Molekiils zuriickzufiihren, teils auf das Fehlen einer 
sicheren chemischen Bestimmungsmethode fiir die verschiedenen B,- 
Derivate. 

Zur quantitativen Bestimmung der Stoffwechselprodukte des Thi- 
amins wird meist die Thiochrommethode von Jansen‘ mit einigen Ab- 
wandlungen verwendet. Man erfaBt damit das im Blut und in den Ge- 
weben vorhandene und im Harn ausgeschiedene Thiamin zusammen mit 
einigen seiner Derivate, soweit sie nadmlich zu Thiochrom oxydiert werden 
kénnen. Nach Behandlung der zu untersuchenden Fliissigkeiten mit 
Phosphatase kann man die Phosphorsaureester in ihrer Gesamtheit 
erfassen®. In allen genannten Fallen wird das gebildete oder schon vor- 
handene Thiamin mit Hexacyanoferrat(III) in alkalischem Milieu zu 
Thiochrom oxydiert. Mehrere Derivate des Thiamins, wie O-Acetyl- 
thiamin, Thiaminschwefelsdureester, Thiamincarbonsaure und ihr Athyl- 
ester, bilden unter diesen Bedingungen ebenfalls Thiochrom und lassen 
sich wie Thiamin mit Isobutanol extrahieren. Dagegen sind die Oxy- 
dationsprodukte der Thiaminphosphorsaureester in Isobutanol un- 
léslich. Die auch den modifizierten Jansen-Methoden*® anhaftenden 





1 Vorlaufige Mitteil.: O. Barnabei u. L. Wildemann, Naturwissenschaften 

46, 229 [1959]. 

2 J.M. Iacono u. B.C. Johnson, J. Amer. chem. Soc. 79, 6321 [1957]. 

3 J. L. Crammer, Nature [London] 161, 349 [1948]. 

4 B.C. P. Jansen, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 55, 1046 [1936]. 

5 Methods of Vitamin Essay 2. Edit. 8S. 107, Interscience Publishers, New 
York 1951. 

6 T. E. Friedemann u. T. C. Kmieciak, J. Lab. clin. Med. 28, 1262 [1943]; 
O. Mickelsen, H. Condiff u. A. Keys, J. biol. Chemistry 160, 361 [1945]; 
H. B. Burch, O. A. Bessey, R. H. Loveu. O. H. Lowry, ebenda 198, 477 [1952]. 
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Fehlerquellen wurden durch eine in unserem Institut entwickelte papier- 
chromatographische Methode’ beseitigt, die die verschiedenen B,-Deri- 
vate mit einem Fehler von héchstens +-8°%, quantitativ zu bestimmen 
erlaubt. Nach dieser Methode haben wir die Umwandlung des Thiamins 
in der Leber studiert?. 


Methodik 


Die Lebern von Ratten im Gewicht von 250 bis 400 g wurden nach Miller 
und Mitarbeitern® isoliert und mit Blut-Ringer-Lésung durchstrémt. Diese Durch- 
str6mungslésung wurde aus 30 bis 35 m/ Blut (von 5 bis 6 Ratten) durch Zusatz 
der dreifachen Menge Krebs-Ringer-Lésung hergestellt und mit 50 mg Heparin 
versetzt. Dazu kamen je nach den Versuchsbedingungen verschiedene Mengen 
Thiamin (1—3 mg), in einigen Versuchen (Nr. 16—19) 1 mg Thiamindisulfid statt 
Thiamin und in Vers. Nr. 1—16 auBer Thiamin auch 200 mg Glucose. Die Leber- 
durchstrémung erfolgte bei 38° mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe in der von 
Miller und Mitarbeitern® beschriebenen Apparatur. Die Durchstrémungsge- 
schwindigkeit betrug 8—21 ml/Min., die Galleproduktion 0,1—0,3 ml/Stde. mit 
zwei Maximalwerten von 0,6 ml/Stde. Die erste Untersuchungsprobe wurde vor 
Einschaltung der Apparatur der Durchstrémungsfliissigkeit entnommen, die zweite 
nach 2—3 Min. Durchstrémung der Leber, weitere nach 30, 60, 120 und 180 Min. 

Alle Proben wurden mit 4 Vol.-Tln. Methanol versetzt, zentrifugiert und von 
der iiberstehenden Flissigkeit 0,2—0,4 ml auf Chromatographiepapier derFirma 
Macherey & Nagel, Diiren, Nr. 2214ff aufgetropft. Zur Entwicklung des Chro- 
matogramms (absteigend) diente in der ersten Richtung Isopropylalkohol-Wasser, 
mit Essigsiure auf pH 3,5 gebracht, in der zweiten Richtung Isopropylalkohol- 
Wasser, mit NaOH auf pH 9 gebracht, beide Male im Verhaltnis 4: 1. Vor dem Ein- 
hangen in die zweite Richtung wurde das Chromatogramm mit alkalischer Hexa- 
cyanoferrat(III)-Lésung bespriiht. Die Thiochromflecken des fertigen Chromato- 
gramms wurden ausgeschnitten, photographiert und berechnet, wie 1. c.7 angegeben. 

Zur Kontrolle dienten Chromatogramme mit reinen Substanzen. Den Thi- 
aminschwefelsaureester stellten wir nach Weijlard® dar. O-Acetyl-thiamin, 
Thiamindisulfid, Thiaminmonophosphat, Cocarboxylase, sowie andere Thiamin- 
derivate wurden uns liebenswiirdigerweise von Herrn Dr. Zima (Firma E. Merck, 
Darmstadt) iiberlassen, wofiir wir auch an dieser Stelle herzlich danken. Die Ein- 
heitlichkeit aller Kontrollsubstanzen wurde chromatographisch gepriift. Das Di- 
sulfid wurde nach Bartley?!® identifiziert. 


Ergebnisse 
1. Versuche zur Wiederauffindung von Thiamin 


Das der Durchstrémungsfliissigkeit zugesetzte Thiamin wurde ohne 
Perfusion papierchromatographisch sowie nach der Jansenschen Thio- 
chrommethode! bestimmt. Tab. 1 zeigt, daB mit der erstgenannten 
Methode das gesamte Vitamin B, wiedergefunden wird. Auch wenn man 
dem Blut Thiamindisulfid zusetzt, wird nach 30 Min. das gesamte Di- 
sulfid als Thiamin gefunden (nach Zusatz von jeweils 1 mg Thiamin- 
disulfid: 1,05, 1,01, 1,10 bzw. 1,08 mg Thiamin). Eine Reduktion des 


7 H. Kraut u. L.Wildemann, Int. Z. Vitaminforsch. 27, 122 [1956]; 
H. Kaiser u. L. Wildemann, ebenda 27, 131 [1956]. 

8 L. L. Miller, C.G. Bly, M. L. Watson u. W. F. Bale, J. exp. Medicine 
94, 431 [1951]. 
® J. Weijlard, J. Amer. chem. Soc. 64, 2279 [1942]. 
10 W. Bartley, Biochem. J. 56, 379 [1954]. 








atz 
rin 
en 
att 


TON 


vor 


ron 
ma 


er, 
ol- 





Bd. 325 (1961) Umwandlung des Thiamins in der Leber 3 


Disulfids durch Blut wurde schon von Zima und Mitarbeitern™ be- 
obachtet, aber sie haben keine quantitative Umwandlung festgestellt. 
Der tierische Organismus kann also das Disulfid ebenso wie Thiamin 
selbst. verwenden. 


Tab. 1. Bestimmung des dem Blut zugesetzten Thiamins ohne Perfusion 
(Stehenlassen bei Zimmertemperatur). 








wee Wiedergefundenes Thiamin (y) 
Zugesetztes ‘Thiamin : : 
' Papierchromatographie nach Jansen 

(7) sofort nach 30 Min. sofort 
1000 1100 1090 175 
1000 980 _ 275 
1000 1090 —_— 210 
2000 2060 2140 1030 
2000 2170 2170 1100 
2000 2010 --- 650 
2000 2130 — — 











2. Umwandlung des Thiamins in der Leber 

Wenn thiaminhaltige Blutlésung die Rattenleber durchstrémt, zeigt 
sich eine fortlaufende Verminderung des Thiamins, zugleich aber die 
Neubildung von Thiaminderivaten. In groBer Menge wird ein bis jetzt 
unbekanntes Derivat gebildet, das in der ersten Laufrichtung (pH 3,5) 
den Rr-Wert 0,28, in der zweiten Laufrichtung (pH 9) nach Oxydation 
mit K,[Fe(CN),] den Ry-Wert 0,37 aufweist. Dieser Stoff zeigt sich erst- 
malig nach einer Leberdurchstr6mung von 30 Minuten. Seine Konzen- 
tration steigt mit langer dauernder Durchstr6mung an. 


Die chromatographischen Eigenschaften des neuen Thiaminderi- 
vates gleichen denen des synthetischen Thiaminschwefelsaureesters : 
Nach Entwicklung seines Chromatogrammes in der ersten Richtung, 
Oxydation mit K,[Fe(CN),] und Weiterentwicklung in der zweiten 
Richtung erhalt man — ebenso wie mit dem synthetischen Ester — 
zwei leicht miteinander verbundene Flecken mit den Rr-Werten von 
0,28 und 0,37; dies ist vielleicht auf das Vorliegen isomerer Formen des 
Thiaminesters zuriickzufiihren. Wenn wir die Flecken ausschnitten und 
mit der Tiipfelmethode nach Weisz" auf Sulfat priiften, erhielten wir 
stets eine positive Reaktion. Es war daher sicher, daB es sich bei der neu- 
entstandenen Verbindung um einen Thiaminschwefelsaureester handelt. 

Um die Anzahl der SO,-Gruppen in dem Ester zu ermitteln, stellten wir 
folgenden quantitativen Versuch an: Das gesamte, bei einem Durchstrémungs- 
versuch anfallende Blut (etwa 30 ml) wurde mit der 4fachen Menge Athanol ver- 


setzt, der Niederschlag abfiltriert und die Restlésung im Vak. zur Trockne ver- 
dampft, in 2 ml 80proz. Athanol aufgenommen, zentrifugiert, die klare Lésung auf 


1 Q. Zima, K. Ritsert u. Th. Moll, diese Z. 267, 210 [1941]. 
12 H. Weisz, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 1959, 26; vgl. auch Nachr. 
Chem. Techn. 7, 165 [1959]. 


l* 
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5 Bogen des Chromatographiepapiers aufgetropft und, wie oben geschildert, in 
beiden Richtungen entwickelt. Die fluoreszierenden Flecken des Thiochromschwefel- 
siureesters aus den 5 Bogen wurden ausgeschnitten, zerkleinert, mit Wasser von 
pH 9 durchfeuchtet, 1/, Stde. mit 50 m/ Isobutanol ausgeschiittelt, der Extrakt 
im Vak. zur Trockne gebracht und in 2 ml Wasser von pH 9 aufgenommen und 
hierin Thiochrom und Sulfat bestimmt. 0,01 mi der Lésung wurde 2mal auf je 
einen Streifen Chromatographiepapier aufgetropft und aufsteigend mit alkalischem 
[sopropanol-Wasser-Gemisch entwickelt. Die einheitlichen Flecken enthielten beide 
Male 0,71 y Thiochrom. — Die Sulfatbestimmung nach Lloyd?* ergab in 0,2 ml 
20 bzw. 17 y SO,. Von diesen Werten mu8B man aber noch den nicht unerheblichen 
Sulfatgehalt des Chromatographiepapiers (8 bzw. 6 y) abziehen. 

Im Durchschnitt der Doppelbestimmungen entsprach also 0,71 y Thiochrom 
einer SO,4-Menge von 11,5/20 = 0,57 ySO,. Dem Verhaltnis von Thiochrom: 
SO, — 1:2 wiirden 0,52 y SO, entsprechen. Der gefundene Ester enthalt also 
zwei SO,-Gruppen. 

Eine Priifung ergab, daB die Flecken phosphatfrei sind. Den Ester 
selbst in analysenreinem Zustand zu isolieren, gelang nicht, da er sich 
sehr schnell zersetzt, wobei die Fluoreszenz verschwindet. 


Nach einstiindiger Leberdurchstr6mung treten B,-Phosphorsaure- 
ester in geringer Menge auf. Sie vermehren sich bei langerer Dauer des 
Versuches. Die Werte sind aus Tab. 2 ersichtlich und wurden in der vor- 
laufigen Mitteilung! graphisch dargestellt. 


Unter unseren “Bedingungen ist es kaum mdéglich, die Tri- und Di- 
phosphorsaureester gut zu trennen. Deshalb haben wir die Werte beider 
Stoffe zusammengefaBt. Auch Thiamin-monophosphat ist fast immer 
vorhanden, aber in sehr geringer, nach unseren Bedingungen photo- 
graphisch quantitativ nicht erfaBbarer Menge. 

Fast regelmaBig finden wir in der ersten Laufrichtung Flecken mit 
Ry-Werten von 0,02, 0,08 und 0,17, die nach den Angaben von KieB- 
ling und Lindahl" denen fiir Tri-, Di- und Monophosphat ungefahr 
entsprechen. Auch Rossi- Fanelli und Mitarbeiter?> berichten, daB die 
Leber immer Tri-, Di- und Monophosphorsaureester des Thiamins ent- 
halte. Greiling und Kiesow?® fanden in Leber, Niere und Gehirn 
Thiamintriphosphat. Zur Feststellung des Verhaltnisses von Thiamin : P 
versuchten wir, die gesamten anfallenden Phosphorsaureester bei einem 
Durchstrémungsversuch mit ungefahr 30 m/ Blut auf 5 Bogen chromato- 
graphisch zu trennen. Wir bestimmten zuerst fluorometrisch das Thio- 
chrom, sodann nach Veraschung die Phosphorsaure. Leider sind die 
starken Flecken von einem weiten, schwacher fluoreszierenden Hof um- 
geben, so daB eine quantitative Trennung nicht méglich war. Auch hier 
geht die Fluoreszenz sehr rasch zuriick, so da} man im Verhaltnis zum 
Thiochrom meist viel zu hohe P-Gehalte findet. Unter 20 Versuchen, das 


13 A.G. Lloyd, Biochem. J. 72, 133 [1959]. 
4K. H. Kiessling u. G. Lindahl, Ark. Kemi 6, 271 [1953]. 
15 A. Rossi-Fanelli, N.Siliprandi, D.Siliprandi u. P.Ciccarone, 
Angew. Chem. 67, 661 [1955]. 
16 H. Greiling u. L. Kiesow. Z. Naturforsch. 13b, 251 [1958]. 
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Verhaltnis analytisch festzustellen, fanden wir bei sehr raschem Arbeitei: 
fiir den am weitesten gewanderten Fleck folgende Verhaltnisse: 


7,0 y Thiochrom 0,58 y P L 20:7 
2,5 y Thiochrom 0,49 y P L856, 


fiir die anderen Flecken: 


6,7 y Thiochrom 1,74 y P i:2 
34,0 y Thiochrom 10,40 y P 1:3. 
(gréBeres Praparat) 


Alle anderen Praparate enthielten bis zu 100mal mehr P, wobei die 
Thiochromfluoreszenz sehr gering war. Daf es sich um Phosphorsaure- 
ester handelt, wird dadurch bewiesen, dah die Flecken nach Behandlung 
des Blutes mit Phosphatase* nicht mehr auftreten. 


Nach 2—3stiindiger Durchstrémung bildet sich ein Thiaminderivat 
mit den chromatographischen Eigenschaften des O-Acetyl-thiamins. Der 
Ry-Wert der, ersten Richtung ist gleich dem des Thiamins 0,33, in der 
zweiten: Richtung ist er 0,75 (Thiamin 0,56). Die Rattenblutlésung 
zeigte noch ein weiteres Thiaminderivat, das wahrscheinlich ebenfalls 
einen Acetylrest tragt, der aber nicht an Sauerstoff gebunden ist. Der Rr- 
Wert der ersten Richtung ist 0,33, der der zweiten Richtung Null. Es ist 
in sehr geringer Menge in fast allen untersuchten Blutproben von Ratten, 
Hunden und Menschen vorhanden; seine Konzentration steigt bedeutend 
an, wenn man eiweiBfreies Filtrat vom Blut mit Essigsiure im Vakuum 
bei 40° zur Trockne bringt. Wir glauben deshalb, daB es sich um ein 
Acetylderivat handelt. Die Stelle, an der der Acetylrest sitzt, ist unbe- 
kannt, weil es bisher nicht gelungen ist, den Stoff rein darzustellen. 


Diskussion 


Aus unseren Versuchen ist ersichtlich, daB in der Leber aus Thiamin 
zahlreiche Umwandlungsprodukte entstehen. Einige von ihnen sind bis 
jetzt noch unbekannt. 


Nach 30 Min. Leberdurchstr6mung erscheint ein neuer blau fluores- 
zierender Fleck, der als Schwefelsaurediester des Thiamins identifiziert 
wurde. Die Veresterung mit Sulfat geschieht gewohnlich nur an aroma- 
tischen Gruppen, z. B. denen von Phenol oder Steroiden. Die Leber 
besitzt aber die Fahigkeit, Schwefelséureester auch mit nicht aroma- 
tischen OH-Gruppen?’ zu bilden, z. B. mit denen des Chondroitins'$. 
Robbins und Lipmann!® berichteten, daB der partikelfreie Uberstand 
eines isotonischen KCl-Homogenates aus Rattenleber 3’-Phospho- 


* Diastase (Merck). 

17 A. Westermark u. H. Bostrém, Acta chem. scand. 18, 827 [1959]. 
18H. Greiling u. W. Bauditz, Naturwissenschaften 46, 355 [1959]. 
19 P. W. Robbins u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry, 229, 837 [1957]. 
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adenosin-5‘-phosphosulfat (PAPS) in Gegenwart von ATP, SO{° und 
Mg?° synthetisieren kann. Spencer?® berichtete: ,,Bei pH 7,3 und 38° 
nimmt im Ansatz von Robbins und Lipmann die Konzentration des 
PAPS bis zu einem Maximum nach 75 Min. zu und fallt dann ab“. Durch 
radioaktive Markierung stellte er fest, daB die deutlich sichtbare Ab- 
nahme in der PAPS-Synthese auf endogene Sulfatacceptoren in den 
Leberpraparaten zuriickzufiihren war. Méglicherweise ist das Thiamin 
einer dieser Acceptoren. 

Das im Durchstrémungsversuch durch seine Rr-Werte ermittelte 
0-Acetylderivat tritt auch nach mehrtatigen groBen Gaben von Thiamin 
(z. B. 25 mg i. v. und p.o.) im menschlichen Harn auf?!. Da auch das 
andere von uns gefundene Acetylderivat im normalen menschlichen Blut 
anzutreffen ist, kann angenommen werden, da alle unter den Bedin- 
gungen des Durchstrémungsversuches aus groBen Mengen von Thiamin 
gebildeten Derivate auch Umwandlungsprodukte des Thiamins im nor- 
malen Stoffwechsel sind. 


Nach Istdg. Leberdurchstrémung zeigen sich im Chromatogramm 
Phosphorsaureester des Thiamins. Ihre Menge steigt im Laufe der Leber- 
durchstr6mung stéindig an. Man kann entweder annehmen, dab die 
Phosphorsaureester sofort gebildet, aber in der Leber gespeichert und 
erst bei einem Uberangebot ausgeschieden werden, oder daB die Phos- 
phorsdureester infolge von Autolyseprozessen aus der Leber abgegeben 
werden. Wir halten die erstere Hypothese fiir wahrscheinlicher, weil die 
Galleproduktion noch nach 3 Stunden intakt war. AuBerdem konnten 
Keller und Béhm® in gleichzeitigen Untersuchungen an derselben 
Durchstrémungsfliissigkeit beobachten, daB die Acetonkérper-Synthese 
nach 3 Stdn. noch anstieg. Das zeigt, daB die Leber nach dieser Zeit noch 
voll funktionsfahig war. 


Zusammenfassung 


Bei Perfusion der Rattenleber mit bluthaltiger Ringerlésung wird 
aus zugesetztem Thiamin in relativ groBer Menge Thiamindischwefel- 
siureester gebildet. Diese Verbindung ist auch im menschlichen Harn 
nachweisbar. 


Bei langerer Dauer der Leberdurchstrémung entstehen mehrere 
Thiaminphosphorsaureester. Durch seine Rr-Werte lieB sich auf den 
0-Acetylester des Thiamins schlieBen. Das Auftreten von geringen 
Mengen eines weiteren Acetylderivates, das auch im normalen Blut von 
Ratten, Hunden und Menschen vorkommt, konnte wahrscheinlich ge- 
macht werden. 


20 B. Spencer, Biochem. J. 78, 19P [1959]. 
21 Kigene unvero6ffentlichte Befunde. 
2 W. Keller u. M. Bohm, Arbeit noch im Gange. 
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Summary 


In the perfusion of rat liver with Ringer solution containing blood, 
relatively large amounts of added thiamine are converted into thiamine 
disulphate. This compound has also been shown in human urine. 

During a prolonged perfusion of the liver, several thiamine phosphate 
esters are produced. The O-acetyl ester of thiamine was identified by its 
R y-values. Small amounts of another acetyl derivative, which also occur 
in the normal blood of rats, dogs and humans, were probably present. 


Frau Dr. L. Wildemann, Max-Planck-Institut fiir Ernahrungs physiologic, 
Dortmund, Rheinlanddamm 201. 
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Beitrage zum Mechanismus des Phosphattransports 
in Erythrocyten des Menschen* 
Von 
Roland Schauer** und Giinther Hillmann 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Universititsklinik und Poliklinik Tiibingen 
Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1960) 


Untersuchungen iiber die Phosphataufnahme verschiedener Zell- 
arten deuten darauf hin, da dieses Anion nicht in die Zellen diffundiert. 
sondern mit Hilfe einer chemischen Reaktion in das Zellinnere gelangt. 

Zu dieser Ansicht gelangten verschiedene Autoren auf Grund der 
starken Temperaturabhingigkeit der Phosphataufnahme bei mensch- 
lichen Erythrocyten', bei Hefezellen? und bei Bakterien®. Ein weiterer 
Hinweis auf die Koppelung der Phosphataufnahme mit dem Energie- 
stoffwechsel der Zelle ist die Beeinflussung der Phosphataufnahme durch 
Hemmung der Glykolyse der Erythrocyten mit Fluorid und Monojod- 
acetat4 und Arsenat?. 

Eine Reihe von Untersuchungen laéBt eine phosphorylierende 
Reaktion an der Oberfliiche verschiedener Zellarten bei der Phosphat- 
aufnahme vermuten®*®. Auf Grund der hohen spezif. Radioaktivitit 
von ATP*** bei der **P-Aufnahme verschiedener Zellen wurde von 
mehreren Autoren® % 1° ATP als Phosphat-Trigersubstanz angesehen. 

* Vorgetragen auf dem Biochemie-KongreB in Ziirich, 1960. 

** Teil einer Inaugural-Dissertation; Medizinische Fakultét der Eberhard- 
Karls- Universitat Tiibingen. 

*** Verwendete Abkiirzungen: ADP, ATP = Adenosindi- bzw. -triphosphat ; 
EDTA = Athylendiamintetraacetat; 2.3-PGS = 2.3-Diphosphoglycerinsaure ; 
MPA = Membran-Phosphatacceptor; p-CMB = p-Chlormercuri-benzoat. 

1D. R. H. Gourley u. C.L.Gemmill, J. cellular comparat. Physiol. 35. 
341 [1950]; A. S. Troschin, Das Problem der Zellpermeabilitat, VEB Gustav- 
Fischer-Verlag, Jena 1958. 

2 L. J. Mullins, Biol. Bull. 88, 326 [1942]. 

3 P. Mitchell, J. gen. Microbiol. 11, 73 [1954]. 

4D. R.H. Gourley, Amer. J. Physiol. 164, 213 [1951]; E.Gerlach u. 
K. Liibben, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 269, 520 [1959]. 

5 T. A.J. Prankerd u. K. J. Altmann, Biochem. J. 58, 622 [1954]. 

6 J.Sacks u. C.H. Altshuber, Amer. J. Physiol. 137, 750 [1942]; J. Sacks. 
Arch. Biochemistry 30, 423 [1951]; O. Lindberg, Exp. Cell Res. 1, 105 [1950). 

7 G. Popjak, Nature [London] 166, 184 [1950]. 

8’ KE. L. Chambers u. W. E. White, Biol. Bull. 106, 297 [1954]. 

® D. R. H. Gourley, Arch. Biochem. Biophysics 40, 1 [1952]. 

10 P. Mitchell, Symposia Soc. exp. Biol. 8, 254 [1954]. 
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Durch Anwendung verschiedener Stofftrennungsverfahren bei der 
Aufarbeitung **P-markierter Erythrocyten und deren Schatten* ver- 
suchten wir, den Mechanismus des Phosphattransports in die Zelle zu 
kliren. Wir priiften das Vorkommen einer primiren Verbindung de: 
extrazelluliren radioaktiven Phosphats mit einer Substanz in den 
Schatten der Erythrocyten. Wenn die spezif. Radioaktivitat einer an 
den Zellgrenzen lokalisierten Phosphatverbindung hoher ist als dic 
anderer zellulirer Phosphatverbindungen, kann eine solche Verbindung 
als Vorliufer fiir zellulare Phosphatverbindungen diskutiert werden. 


Material und Methoden 


1. Gewinnung und Markierung der Erythrocyten 


10 bis 40 m/ Blut wurden mannlichen Personen durch Punktion der Vena 
cubitalis entnommen und mit einer 3,8proz. Natrium-Citrat-Lésung ungerinnbar 
gemacht. Wenn eine gréBere Menge von Schatten benétigt wurde, kam frisches, 
durch AderlaB gewonnenes und mit Na-Citrat versetztes Blut zur Verwendung. 
Das Blut wurde 10 Min. bei Zimmertemperatur zentrifugiert (1000 x g max.). 
Nach Absaugen des Plasmas und der Leukocyten wurden die Erythrocyten 2mal 
durch Aufschwemmen in der 4fachen Menge 0,9proz. Kochsalzlésung und durch 
Abzentrifugieren gewaschen. Die Inkubation der Erythrocyten erfolgte in 
der Warburg-Apparatur bei 38° (Schiittelfrequenz 87 Min.—!). Als Inkubations- 
medium dienten Ringer-Phosphat- oder Ringer-Glucose-Phosphat-Lésungen 
(5+ 10-4m Phosphat; T00O—200 mg®%, Glucose), die pro mJ 0,1—2 wC radioaktives 
Orthophosphat enthielten. Die Erythrocyten wurden in dem 2—5fachen Vol. Nahr- 
lésung zwischen 5 Min. und 4 Stdn. unter Luft inkubiert. Nach entsprechenden 
Zeiten wurden die Erythrocytensuspensionen den Kélbchen entnommen und sofort 
im Eisbad abgekihlt. In einer Kihlzentrifuge wurden die Erythrocyten bei + 1° 
bis +2° mit 1500 x g max. innerhalb 5 Min. sedimentiert. Die iiberstehenden 
Inkubationsfliissigkeiten wurden zur Bestimmung der spezif. Aktivitat des Ortho- 
phosphats abgehoben. 

Fiir die Extraktion der intrazellularen Phosphate wurden die Ery- 
throcyten 3mal mit dem 30fachen Vol. 0,9proz. Kochsalz-Lésung in der Kalte 
gewaschen. Ausder Bestimmung der spezif. Aktivitat des intrazellularen Orthophos- 
phats bei wiederholtem Waschen ergab sich, da durch 3maliges Waschen alles 
den Erythrocyten anhaftende Orthophosphat entfernt wurde. 


2. Chromatographie der saureléslichen Erythrocyten-Phosphate 
Bestimmung der spezifischen Radioaktivitat 

Die gewaschenen Erythrocyten wurden mit dem 2fachen Vol. einer eiskalten 
20proz. Trichloressigsiurelésung versetzt, gut durchgeriihrt und sofort mit 3700 x g 
max. abzentrifugiert. Nach Extraktion der Trichloressigsiure mit Ather wurde ein 
Teil des Extraktes mit kaltem Luftstrom auf das Chromatographierpapier Nr. 2043b 
Mgl der Fa. Schleicher & Schill aufgetrocknet (Papier vorher gewaschen in einer 
0,5proz. Lésung von Na-EDTA und in dest. Wasser). In dem System I" (Iso- 
propylalkohol/Isobutanol/Aceton/30proz. Ameisensiure 2:2:4:6) wurde auf- 
steigend chromatographiert. Auf den Chromatogrammen wurden die Nucleotide 
iiber einer UV-Lampe sichtbar gemacht, und die radioaktiven Substanzen mit dem 
tadiopapierchromatographen FH 452, angeschlossen an das Zahlgerat FH 49 der 


* Die isolierbaren Hiillen der Erythrocyten werden in der vorliegenden 
Arbeit mit ,,Schatten‘‘ (ghosts) bezeichnet; die gelegentliche Anwendung des Be- 
griffes ,,Membran* bezieht sich auf die Funktion der Zellhiille. 

1 W. Kunz u. W. Schmid, Z. Naturforsch. 12b, 743 [1957]. 
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Fa. Frieseke & Hépfner, lokalisiert. Die radioaktiven Stellen wurden ausge- 
schnitten, zerkleinert und zur Bestimmung der spezif. Aktivitaét in je 6 ml ln HCl 
10 Min. bei 100° hydrolysiert. Die Bestimmung des Orthophosphats in der 
Hydrolysen-Flissigkeit erfolgte kolorimetrisch!2. (Diese Methode wurde auch 
fiir alle anderen PO,-Bestimmungen benutzt.) Die Radioaktivitat in den organ. 
Extrakten dieser Phosphatbestimmungsmethode wurde im Flissigkeitszahlrohr 
(Halogen-Zahlrohr) im Zahlgerat FH 90 der Fa. Frieseke & Hopfner ausgezahlt. 
(Auch alle anderen Fliissigkeiten wurden in diesem Gerat ausgezahlt: die Trichlor- 
essigsiure-Extrakte der Erythrocyten, die Losungen, die man bei der Aufarbeitung 
der Schatten erhielt und die Schatten selbst, die durch kurzes Kochen in konz. 
Ameisensaure gelést wurden.) Die spezif. Aktivitaét wird in Imp./Min. pro ug P 
angegeben. Die relative spezif. Aktivitat ist die spezif. Aktivitat in Prozent 
der spezif. Aktivitaét des Phosphats in der Inkubationsfliissigkeit (nach der In- 
kubation). 

Durch partielle Hydrolyse des ATP wurde die spezif. Aktivitat des P? und 
P’ im ATP bestimmt?*. 

Alle Angaben im Text und in den Abbildungen iiber die spezif. Aktivitat des 
ATP beziehen sich auf das P?. 

Die in den Erythrocyten enthaltenen Zuckerphosphate wurden nicht von der 
2.3-PGS-Fraktion abgetrennt, da sie nach den Angaben von Gerlach et. al.!% 
keine héhere spezif. Aktivitat aufweisen als ATP oder intrazellulares Orthophosphat. 
Eine quantitative Bestimmung der 2.3-PGS und der Gesamtnucleotide in den 
Erythrocyten wurde ebenfalls nicht durchgefiihrt. 


3. Isolierung der Schatten von Erythrocyten 
Inkubation isolierter Schatten mit PO, 

Bereits markierte Erythrocyten wurden Imal mit der 30fachen Menge kalter, 
0,9proz. Kochsalzlésung gewaschen. Die Erythrocyten wurden in 0,9proz. Koch- 
salzlésung suspendiert und mit '/;) Vol. einer Iproz. Digitoninlésung (Digitonin 
gelést in 50proz. Athanol) im Eisbad rasch hamolysiert. Die Schatten lieBen sich 
in 10 Min. mit 3700—7000 x g max. in der Kalte (0°) abzentrifugieren. Das iiber- 
stehende schattenfreie Himolysat wurde im Fliissigkeitszihlrohr auf seine Radio- 
aktivitat untersucht. Durch Waschen der Schatten mit der 20- bis 30fachen Menge 
eiskalter 0,9proz. Kochsalzlésung (4mal) wurden alles anhaftende Hamoglobin, 
Orthophosphat, freie Nucleotide und glykolytische Fermente entfernt. 

Markierung der gewaschenen Schatten mit *2PO, erfolgte bei 38° in der War- 
burg-Apparatur in einer Suspension mit 0,9proz. Kochsalzlésung. Die Kochsalz- 
losung — mit NaHCO, auf pH 7,5 eingestellt — enthielt 5 - 10~4m Orthophosphat 
und 0,5 bis 2 wC **PO,/ml. Ringer-Lésung wurde zur Vermeidung eines Nieder- 
schlags von radioaktivem Calciumphosphat an den Schatten nicht verwendet. 
Inkubationsdauer 10—45 Min. AnschlieBend wurden die Schatten 3mal mit eis- 
kalter 0,9proz. Kochsalzlésung .in der Kaltezentrifuge zur Entfernung des an- 
haftenden Orthophosphats gewaschen. 


4. Versuche zur Abtrennung und Charakterisierung des 
Membran-Phosphatacceptors (MPA) 

Die Aufarbeitung der markierten Schatten erfolgte nach zwei Methoden: 

a) Die radioaktiven und gewaschenen Schatten wurden in dem 2—3fachen 
Vol. eiskalter 98proz. Ameisensaure suspendiert. (Diese Suspension konnte mehrere 
Tage bei —10 bis —20° aufbewahrt werden, ohne daS der MPA zerfiel.) Die 
Schattensuspension wurde anschlieBend mit dem 4—5fachen Vol. eiskalten bidest. 
Wassers verdiinnt. Dabei fiel der gréBte Teil des KiweiBes aus; dieses wurde ab- 
zentrifugiert, wieder in Ameisensdure gelést und anschlieBend wieder ausgefiallt. 


2-H. Weil-Malherbe u. R. H. Green, Biochem. J. 49, 286 [1952]. 
13 E. Gerlach, A. Fleckenstein, E. Gross u. K. Liibben, Pfliigers Arch. 
ges. Physiol. Menschen Tiere 266, 528 [1958]. 
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Auf diese Weise gelang eine sukzessive, aber nie vollistandige Ablésung des MPA. 
Zur Entfernung des nicht ausgefallenen EiweiBes in der Verdiinnung mit Wasser 
wurde 1/, Vol. eiskalte 40proz. Trichloressigsiure zugegeben. Nach dem Zentvi- 
fugieren wurde die Trichloressigsiure mit Ather ausgeschiittelt. In diesem Extrakt 
(evtl. etwas eingeengt) wurde das Vorkommen und die spezif. Aktivitat des MPA 
folgendermaBen gepriift: 

In einem aliquoten Teil dieser Lésung (max. 5 m/) wurde der Orthophosphat- 
Gehalt vor und nach dem Erhitzen in In HCl auf 100° (10 Min.) bestimmt. Aus 
der Differenz der Extinktionen und der Radioaktivitaét im Isobutanol-Benzol-Ex- 
trakt konnte die Menge und spezif. Aktivitat des siurelabilen Phosphats berechnet 
werden. 

Der restliche Extrakt wurde an der Olpumpe (bei 10—12°) auf ein Vol. von 
etwa 0,5 ml eingeengt (Gefriertrocknen fiihrte zu Substanz-Verlust). Die Chromato- 
graphie dieses Schattenextraktes erfolgte auf 10 bis 20 cm breiten und 50 cm langen 
Streifen des Papiers 2043b Mgl (Schleicher & Schiill). Nach dem Eintrocknen des 
Schattenextraktes in kaltem Luftstrom an der Auftragstelle (4 cm oberhalb der 
Papiermitte) wurde das Chromatogramm in der Mitte gefaltet und zur Entfernung 
des Orthophosphats und der in Spuren beigemengten Nucleotide von der Auftrag- 
stelle an der Knicklinie in das System I eingetaucht. Diese gewanderten Substanzen 
wurden mit dem oberen Teil des Chromatogramms abgeschnitten. 


Der an der Startlinie verbliebene und weitgehend gereinigte MPA wurde mit 
Wasser oder verdiinnter Ameisensaure in der Kalte von der Auftragstelle eluiert. 
In einzelnen Proben dieses Eluates wurde nach einer Hydrolyse zwischen 5 und 
120 Min. in In HCl bei 100° die spezif. Aktivitat des abgespaltenen Orthophosphats 
bestimmt. 

Die weitere chromatographische Priifung des MPA erfolgte in folgenden 
Lésungsmittelsystemen : 

1. System I" (s. 8. 10) 

2. Man lost 600 g Ammoniumsulfat in 1 / 0,lm Phosphatpuffer (pH 6,8) und 

versetzt mit 20 ml n-Propanol 4 
3. Man gibt 10 ml konz. Ammoniak zu 329 m/ Wasser und mischt mit 661 m/ 
Ysobuttersaure, pH 3,714 

4. 70 ml Isopropylalkohol + 20m 20proz. Trichloressigsdure — 0,3 ml 

25proz. Ammoniak?> 

Das 4. Lésungsmittelsystem wurde auch zur Chromatographie von Pyro- 
phosphat gebraucht. 


b) Da sich der MPA nur sehr schwer und unvollstindig von der Schatten- 
struktur lésen 148t, wurden wasserarme Schattensedimente (30 Min. zentrifugieren 
mit 16000 x g max.) in méglichst wenig 90proz. waBr. Phenol oder 98proz. 
Ameisensaéure suspendiert und auf 15—40cm breiten und etwa 50cm langen 
dicken Papierbégen (Schleicher & Schiill, Nr. 2316) an der Startlinie auf einem bis 
zu lem breiten Streifen in kaltem Luftstrom getrocknet. Diese Auftragstelle 
befand sich 4 cm unterhalb der Papiermitte. Mit 8Oproz. waBr. Phenol wurde ab- 
steigend chromatographiert (Laufzeit: 15—20 Stdn.). Locker an den Schatten 
sitzendes EiweiB und Hamoglobin-Reste, sowie Lipoide tropften mit dem Phenol 
ab. Reste von Orthophosphat und von Nucleotiden blieben an der Auftragstelle 
liegen. Diese wurden durch nachfolgende Chromatographie mit dem System I in 
der gleichen Richtung entfernt. Der MPA blieb an der Startlinie liegen und an die 
Struktur gebunden. Trotz der Chromatographie mit Phenol lieB sich die Auftrag- 
stelle mit Amidoschwarz anfarben und enthielt demnach noch Proteine. Die 
Chromatogramme wurden dann unterhalb der Auftragstelle abgeschnitten und 
mehrmals nacheinander in sauren Systemen (vorwiegend System I) aufsteigend 
chromatographiert. Auf diese Weise wurde die Stabilitat des MPA in diesen Systemen 
gepriift (Auszihlen des nach jeder Chromatographie abgespaltenen radioaktiven 

14 Pabst Laboratories, Circular OR-7 (1955). 

15 §.-B. dtsch. Akad. Wiss. Berlin, KI]. Math. allg. Naturwiss. Nr. 5, 3 [1953]. 
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Orthophosphats). Eine weitere Methode zur Priifung der Stabilitat des MPA in 
Saiuren bestand darin, die Chromatogramme wenige Minuten in kalten HCl-Dampf 
zu haingen und anschlieBend das vom MPA abgespaltene Orthophosphat chromato- 
graphisch zu isolieren und dessen spezif. Aktivitat zu bestimmen. Die spezif. Akti- 
vitat des Gesamtphosphors in dem auf diese Weise gereinigten Schattenmaterial 
wurde nach Veraschen der Auftragstelle in 70proz. Perchlorsiure bestimmt. 

Es wurde ferner der Austausch des MPA mit nicht markiertem Orthophosphat 
gepriift. Zu diesem Zweck wurde eine Orthophosphatlésung (5 - 10~%m, pH 7) auf 
die Auftragstelle gegeben, das Chromatogramm 30 Min. in eine wasserdampf- 
gesittigte, warme Kammer von 37° gehangt und nach dem Trocknen im System I 
chromatographiert. Die radioaktiven Banden wurden mit dem Radiopapierchro- 


matogra l yhen gemessen. 


5. Isolierung von strukturgebundenen Purinbasen 
Durch Einhangen der Chromatogramme mit Schattenmaterial an der Auf- 
tragstelle in kalten HCl-Dampf oder durch Hydrolyse der Schatten in In HCl 
(1—2 Stdn.) wurden Purine freigesetzt, deren Natur durch Chromatographie zu- 
sammen mit Testsubstanzen in den folgenden 4 Lésungsmitteln gepriift wurde: 
1. n-Butanol/Wasser 86: 14; absteigend !® 
2. n-Butanol/Wasser/Ammoniak 86:14. Dazu 5 Vol.-°4 Ammoniak (d = 0,88); 


absteigend !¢ 
3. Isopropylalkohol/2n HCl 65:35 (v/v), absteigend !’ 
4. n-Butanol/Wasser/Ammoniak (1 ml 15n Ammoniak zu 100 m/l mit Wasser 
gesattigtem Butanol geben); aufsteigend !* 
Die Purinflecke wurden im Photoprintverfahren nach Markham und Smith !® 
lokalisiert. Die quantitative und qualitative Bestimmung erfolgte nach Elution in 
0.1m HCl durch Messen der UV-Spektren im Zeiss-Spektralphotometer. 


6. Bestimmung des Glucoseverbrauchs 


Der Glucosegehalt in den Ansitzen wurde fermentativ ermittelt (Biochemica 
Test-Kombination der Fa. C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim). 


Ergebnisse 


1. Verteilung von #P zwischen dem Zellinneren der Erythro- 
evten und den Schatten. Spezifische Aktivitit der Phosphate 
im Zellinneren 

Markierte Erythrocyten enthielten bereits nach kurzen Inkubations- 
zeiten eine erhebliche Radioaktivitiéit in den griindlich gewaschenen 
Schatten, die durch Digitoninhiimolyse von dem Zellinneren getrennt 
worden waren. Die Radioaktivitiét der Schatten betrug 10 bis 80°, 
(durchschnittlich 539%, 4 Versuche) von der Gesamtaktivitit der Ery- 
throcyten bei einer Inkubationsdauer von 15 Min. und 4,5 bis 56°, 
(durchschnittlich 23°, 4 Versuche) bei einer Inkubationsdauer von 
120 Minuten. 

Eine Erklirung fiir diese sehr groBen Unterschiede in der Aktivitiit 
der Schatten bei gleicher Inkubationszeit ergab sich bei der Untersuchung 
der Inkubationsbedingungen dieser Versuche: wurden die Erythrocyten 


16 R. Markham u. J. D. Smith, Biochem. J. 45, 294 [1949]. 
 G. R. Wyatt, Biochem. J. 48, 584 [1951]. 
1s W.S. Mac Nutt, Biochem. J. 50, 385 [1952]. 
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in einer zu geringen Menge Inkubationsfliissigkeit suspendiert oder ohne 
Glucose inkubiert, dann zeigten die Schatten im Vergleich mit dem Zell- 
inhalt weniger Aktivitit. Die Ursache dieses verminderten Einbaues von 
32P in die Schatten waren Dephosphorylierungsvorginge bei der In- 
kubation und ein Absinken der spezif. Aktivitiit des Phosphats der In- 
kubationsfliissigkeit durch Austritt von Orthophosphat aus den Ery- 
throcyten. Die Dephosphorylierung der organischen Phosphate bei zu 
dichter Packung der Erythrocyten hatte wahrscheinlich ihre Ursache in 
dem Absinken des pH-Wertes durch die Milchsiyreanhaiufung im In- 
kubationsmedium®. 





Betrug das Volumen der Nihrlésung das 4—5fache von dem Vo- 
lumen der Erythrocyten, trat keine Dephosphorylierung auf, auBer bei 
langerer Inkubationsdauer (Absinken des pH). In diesen Fallen konnte 
mehr *?P in den Schatten nachgewiesen werden; in mehreren Ansiitzen, 
besonders nach kurzer Inkubationszeit, enthielten die Schatten bis zu 
4mal mehr Radioaktivitaét als die schattenfreien Hiimolysate (vgl. 
Abb. 3 und, 17). 


Auch die spezif. Radioaktivitiiten der von uns untersuchten siure- 
léslichen Phosphatverbindungen veranderten sich bei diesen verschieden- 
artigen Inkubationsbedingungen. Bei teilweiser Dephosphorylierung der 
organischen Phosphate wihrend der Inkubation mit **PO, stieg die Ge- 
samtmenge und die spezif. Aktivitiit des intrazelluliren Orthophosphats 
stark an; seine spezif. Aktivitat iibertraf besonders in den ersten Mi- 
nuten der Inkubation weit die des ATP (P”). Die Ergebnisse eines solchen 
Versuches gehen aus Abb. 1 hervor. Bei der Inkubation der Erythrocyten 
ohne Glucose wurde in den ersten Minuten ein besonders starker Anstieg 
der spezif. Aktivitaét des zelluliren Orthophosphats gegeniiber der 
spezif. Aktivitit des ATP beobachtet (gestrichelte Kurven). An die 
Kurven fiir das zellulire Orthophosphat wurden zur Darstellung der 
Dephosphorylierung die ug P/ml Erythrocyten-Masse, die nach den ver- 
schiedenen Inkubationszeiten abgetrennt worden waren, angeschrieben. 
Die Zahlen an den ATP-Kurven bedeuten die Menge 10-Min.-Phosphat 
(P®+P”), die aus dem ATP pro m/ Erythrocyten freigesetzt wurden. 
Sie zeigen, daB selbst bei der Inkubation ohne Glucose die ATP-Kon- 
zentration sich innerhalb der ersten 60 Min. kaum verinderte. Daher 
miissen vorwiegend andere Phosphatverbindungen dephosphoryliert 
worden sein. 

Bei der Vermeidung von Dephosphorylierungsprozessen in den 
Erythrocyten durch reichliches Verdiinnen der Suspension in einer 
glucosehaltigen Ringer-Phosphatlésung blieb die spezif. Aktivitait des 
zelluliiren Orthophosphats unter der des P’ im ATP (Abb. 2). Unter den 
Phosphaten im Zellinneren der Erythrocyten hatte ATP in Uberein- 
stimmung mit 1. c.43 schon von Beginn der Inkubation an die héchste 
spezif. Aktivitit, die ATP-Konz. nahm wiihrend der Versuchsdauer 
stindig zu. 
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Abb. 1. Spezifische Aktivitaét von ATP, intrazellularem Orthophosphat und von 
2.3-PGS in Abhangigkeit von der Inkubationszeit. (Partielle Dephosphorylierung 
bei der Inkubation der Erythrocyten in dem 2fachen Vol. Nahrlésung.) 
Inkubationsmedium: ausgezogene Kurven = Ringer-Glucose-Phosphat, 
gestrichelte Kurven = Ringer-Phosphat. 
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Abb. 2. Spezifische Aktivitat von ATP, intra- und extrazellularem Orthophosphat 

und von der 2.3-PGS in Abhangigkeit von der Inkubationszeit. Die Ordinatenwerte 

fiir das extrazellulare PO, sind mit dem Faktor 10 zu multiplizieren. (Keine De- 

phosphorylierung wahrend der ersten 40 Min. Inkubation der Erythrocyten in dem 

4fachen Vol. Ringer-Glucose-Phosphat.) Die Zahlen an den Kurven zeigen die ge- 

messenen yg P/ml Inkubationsfliissigkeit und die ug P/ml Erythrocyten (intra- 
zellulares Orthophosphat bzw. P? + PY des ATP). 


Die im Diagramm eingezeichneten Werte fiir das zellulire Ortho- 
phosphat entsprechen wahrscheinlich nicht dem wirklichen Gehalt. Sie 
sind zu hoch, da auch wihrend der eiskalten Trichloressigsiure-lx- 
traktion geringe Mengen von siurelabilem Phosphat, besonders ATP 
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und das in die Schatten eingebaute Phosphat, hydrolysiert wurden. 
Daraus resultierte auch ein Anstieg der spezif. Aktivitit des zelluliren 
Orthophosphats. Auf diese Fehlerquelle hatte bereits Holzer?!® bei der 
Extraktion von Hefezellen mit Trichloressigsiiure hingewiesen. Ein Ver- 
gleich der Orthophosphatwerte in den Erythrocyten mit denen in der 
Inkubationsfliissigkeit zeigt, daB zumindest zu Beginn der Inkubation 
die Orthophosphat-Konzentration in den Erythrocyten geringer war als 
im Extrazellularraum. 

Bei unseren Versuchen war in Ubereinstimmung mit I. ¢.13 die spezif. 
Aktivitit der 2.3-PGS immer viel geringer als die des ATP. Die Beob- 
achtung von Prankerd und Altmann®, dab 2.3-PGS die héchste 
spezif. Aktivitait in den Erythrocyten hat, und die daraus resultierende 
Annahme eines direkten Vorliufers des ATP, konnte von uns ebenfalls 
nicht bestatigt werden. Die von Kawai et. al.*° beschriebene Abnahme 
der Konzentration der 2.3-PGS, welcher eine Zunahme der ATP-Kon- 
zentration parallel verlauft, haben wir in einigen Versuchsansiitzen auch 
beobachten konnen. 


2. Ablésendes Membran-Phosphatacceptors vonden Schatten 

Bestimmung der spezifischen Aktivitit und Vergleich mit der 

spezifischen Aktivitait der bekannten Phosphate der Ery- 
throcyten 

Die Schatten enthielten eine Phosphatverbindung, die rasch P 
aufnahm. Das radioaktive Phosphat wurde auch bei hiiufigem Waschen 
der Schatten mit 0,9proz. Kochsalzlésung nicht abgelést und stellte, wie 
die nachfolgend aufgefiihrten Untersuchungen zeigen, kein adsorbiertes 
anorganisches Phosphat dar. Diese an die Schatten gebundene und zu 
rascher **P-Aufnahme befihigte Phosphatverbindung wird von uns als 
Membran-Phosphatacceptor (MPA) bezeichnet. 

Bei der Priifung beziiglich der Ablésung des MPA erwies sich bei 
zahlreichen Versuchen das Suspendieren der Schatten in Ameisensiure 
als besonders geeignet. (Durch Salzlésungen und Laugen, sowie durch 
Verwendung von Ultraschall* und von Netzmitteln** konnte nur wenig 
MPA abgelést werden.) Mit organischen Lésungsmitteln (Ather, Butanol, 
Chloroform usw.) wurden nur geringe Mengen radioaktives Phosphat aus 
den Schatten extrahiert. 

In Abb. 3 werden zwei Beispiele fiir das Ablésen des MPA gegeben. 
Die bei diesem Versuchsansatz hohe Radioaktivitit der Schatten im 
Vergleich zum Himolysat bot die Voraussetzung fiir die Gewinnung 
kleiner Mengendes MPA. Mit 6proz. Perchlorsiiure oder mit Wasser (Auf- 

* Vibrator der Fa. Raytheon, Waltham, Mass. 

** Praestabitél der Chemischen Fabrik Stockhausen. 

19 H. Holzer, Biochem. Z. 324, 144 [1953]. 

20 G. Kawai, M. Masuda, N. Fujiki, T. Takino, H. Takeda, F. Fujii, 
M. Kato, K. Kozen, T. Ikeda, M. Fujita, S. Maebara u. S. Hosada, Radio- 
isotopes [Tokyo] 5, 1, 34 [1956]. 
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quellen der Schatten) lie2en sich héchstens 12% Radiophosphor ablésen. 
Erst das Suspendieren der Schatten in Ameisensiure brachte eine bessere 
Ausbeute (in diesem Falle weitere 52°). In den Extrakten wurde die 
spezifische Aktivitit des MPA durch eine 10-Min.-Hydrolyse bestimmt. 
Tab. 1 zeigt die Ergebnisse; es fallen die hohen Werte fiir die spezif. 
Aktivitat und fiir die relative spezif. Aktivitat auf. 
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Abb. 3. Radioaktivitét im schattenfreien 44 \ 
Hamolysat und in den Schatten nach 75 Min. S 
eae Inkubationsdauer. S : \A 
Ablosen der Radioaktivitat durch: § 2 — 
A. Wasser bzw. 6proz. Perchlorsaure, — 
B. 98proz. Ameisensaure. H — 





Hamolysat Schatten 


Tab. 1. Spezif. Aktivitat und relative spezif. Aktivitét des nach Methode A und B 

in Abb. 3 von den Schatten abgelésten MPA (séurelabiles Phosphat; Mittelwerte 

aus Doppelbestimmungen). Mit Methoden A und B wurden in diesem Falle 1,5 ug P 

(0,6 + 0.9 ug) von den Schatten von 1 ml Erythrocyten als siurelabiles Phosphat 

abgelést. AuBerdem enthielten die Schattenextrakte A und B zusammen 0,6 ug P 
je ml Erythrocyten als Orthophosphat. 




















__ in der ber. fiir 1 ml | Spezif. Aktivitaét| relative 
Methode Extrakt-Probe Erythrocyten | [Imp.- Min.~! spezif. 
(ug P]|{Imp.-Min.-?] [ug P] * (ug P)-) Aktivitat 
A 0,43 642 0,6 1490 10 
B 0,27 2860 0,9 10500 70 
Schatten 
verascht 1,93 430 79 223 1,5 

















Diese Tabelle enthailt auch Angaben iiber die Mengen des MPA (aus- 
gedriickt in wg siurelabiler Phosphor), die sich von den Schatten von 
1 m/ Erythrocyten ablésen lie2en. Zum Vergleich wurde die Gesamt- 
menge Phosphor eingetragen, die durch Veraschen der Schatten von 1 ml 
Erythrocyten in 70proz. Perchlorsiiure ermittelt wurde (79 ug P/ml 
Erythrocyten). Davon stammen bei einer 64proz. Ablésung der Radio- 
aktivitiét 1,5 ug P/ml Erythrocyten aus dem MPA. Hinzu kommen noch 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. (hemie, 325 2 
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0,6 ug P/ml Erythrocyten, die als Orthophosphat in den Schatten- 
extrakten bestimmt wurden. Bei einer 100proz. Ablésung der Radio- 
aktivitiét miissen diese beiden Werte auf 2,3 ug P/ml Erythrocyten 
(MPA) und 0,9 ug P/m/ Erythrocyten (Orthophosphat) korrigiert werden. 
(Das gilt nur unter der Voraussetzung, da wihrend einer Inkubations- 
zeit von 75 Min. keine wesentlichen Mengen eines anderen radioaktiven 
Phosphates gebildet wurden.) 

Es darf angenommen werden, wie sich aus spiter angefiihrten 
Untersuchungen ergibt, daB das Orthophosphat (gleiche spezif. Akti- 
vitiéit wie der MPA) wihrend der Extraktion vom MPA abgespalten 
wurde. Damit erhéht sich der Wert fiir den MPA in 1 m/ Erythrocyten 
auf 3,2 ug P (2,3+0,9 ug P). Daraus kann berechnet werden, daB bei 
diesem Versuch 4% des in den Schatten enthaltenen Phosphors als MP.\ 
an dem Austausch mit **P beteiligt waren. 

Beim Suspendieren der Schatten in eiskalter Ameisensiure und 
rasch nachfolgendem Ausfiillen lésten sich durchschnittlich nur 10—30°, 
des Radiophosphors ab. Durch 2—3maliges Wiederholen dieses Arbeits- 
ganges korinten 40—70% des Radiophosphors in Lésung gebracht 
werden. Chromatographie in dem sauren System I zur Abtrennung des 
anorganischen Phosphats zeigte, da durchschnittlich nur 50% von der 
abgelésten Radioaktivitiét als MPA an der Startlinie legen blieben 
(Abb. 4). Es darf angenommen werden, daf die griindlich gewaschenen 
Schatten nur noch wenig Orthophosphat enthielten; beim Ablésen des 
MPA und Aufarbeiten der Extrakte spaltete der siiurelabile MPA jedoch 
einen betriichtlichen Teil seines Phosphats ab. 








MPA 
PO, 
Abb. 4. Radiopapierchromatographie 
(System I) des Membran-Phosphat- 
acceptors. 
' 
—— Start 


Fiir die Charakterisierung des MPA ist ein Vergleich seiner spezif. 
Aktivitét mit der der iibrigen Erythrocyten-Phosphate erforderlich. 
Hierfiir wurde ein Teil eines Erythrocyten-Ansatzes mit Trichloressig- 
siiure extrahiert und chromatographiert und ein anderer Teil zur Ge- 
winnung und Aufarbeitung der Schatten verwendet. Abb. 5 stellt die in 
drei solchen Versuchen gemessene spezif. Aktivitit von ATP, zellulirem 
Orthophosphat und MPA als Mittelwerte dar. Die Siule mit der Bezeich- 
nung ,,MPA im Erythrocyten-Extrakt* zeigt die spezif. Aktivitit des 
MPA, der wihrend der Trichloressigsiiure-xtraktion der Erythrocyten 
aus den Schatten gelést wurde und bei der Chromatographie in System | 
an der Startlinie liegen blieb. Er war noch mit Phosphat anderer Ver- 
bindungen verunreinigt (Absinken der spezif. Aktivitit). Nur aus den 
Erythrocyten, deren Schatten erhebliche Mengen **P aufgenommen 
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hatten, konnten nachweisbare Mengen MPA mit Trichloressigsiiure ex- 
trahiert werden. Die spezif. Aktivitit des zelluliren Orthophosphats lag 
bei diesen Versuchen iiber der des ATP (wahrscheinlich bedingt durch 
Abspaltung von Phosphat aus dem MPA wihrend der Extraktion). In 
Abb. 6 ist das Radiopapierchromatogramm eines Erythrocyten-Ex- 
traktes dieser Versuche dargestellt. 


6x10", " 





ATP int. MPA im MPA d. 
PO, E-Extrakt Schatten 


Abb. 5 Abb. 6 





Abb. 5. Spezif. Aktivitat und relative spezif. Aktivitat (Zahlen an den Saulen) des 
Membran-Phosphatacceptors im Vergleich mit ATP und zellularem Orthophosphat. 
Inkubationszeit: 15 Min. 

Abb. 6. Radiopapierchromatographie (System I) des Trichloressigsiure-Extraktes 
von 15 Min. lang mit *2?PO, inkubierten Erythrocyten. Die Zahlen an den Banden 
zeigen die spezifische Aktivitat an. 





MPA | 





#00 _— 









Abb. 7. Spezifische Ak- 
tivitét von Erythrocy- 
ten-Phosphaten in Ab- 600 
hangigkeit von der Inku- | 
bationsdauer. Die Zahlen 
an den Kurven zeigen die 
gemessenen ug P/ml In- 
kubationsfliissigkeit und 
die ug P/ml Erythrocy- 
ten (zellulares Ortho- 
phosphat bzw. P’ + PY 
des ATP). Die Ordinaten- 
werte fiir das extrazellu- 
lire Orthophosphat sind 
mit 10 zu multiplizieren. 
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Abb. 7 zeigt die spezif. Aktivitiit des MPA und der Phosphate im 
dazu gehérenden Erythrocyten-Extrakt im Verlaufe einer 90 Min. langen 
Inkubationszeit. Der MPA wies die héchste spezif. Aktivitaét in den 
Erythrocyten wihrend der ganzen Untersuchungszeit auf. 

Auch bei einer Inkubationszeit von 4 Stdn. iibertraf die spezii. 
Aktivitat des MPA noch erheblich die des ATP (Abb. 8). Das bei diesem 
Versuch fiir die chromatographische Verarbeitung des Schattenmaterials 
angewandte Verfahren erwies sich als besonders einfach zur Bestimmung 
der spezif. Aktivitait des MPA (siehe Methode 4b). 
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12x10" 
f | 2 
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- 4 * Abb. 8. Spezifische und relative spezifische 
s 4 3h Aktivitét (Zahlen an den Saulen) der Ery- 
* N throcyten-Phosphate und des extrazellularen 
= 7 \ Phosphats nach 4 Stdn. Inkubationsdauer. 
‘BN eey 





MPA bes-Pd ATP — intr. 2.3-P6S extr. 
Schatten Ply PO, 


Es wurden Chromatogramme erhalten, die an ihrer Auftragstelle 
strukturgebundenen MPA trugen. Nach 15 Min. langem Einhangen in 
kalten HCl-Dampf war fast das gesamte Phosphat von der Struktur ab- 
gespalten und konnte durch aufsteigende Chromatographie als Ortho- 
phosphat isoliert und zur Bestimmung der spezif. Aktivitat eingesetzt 
werden. Die spezif. Aktivitiit des Gesamtphosphors in diesem an der 
Startlinie verbliebenen Schattenmaterial betrug 34% der spezif. Akti- 
vitiit des extrazelluliren Phosphats. Dieser Wert ist héher als der in 
Tab. 1 fiir die spezif. Aktivitaét des Gesamtphosphors angegebene (1,5°% 
der spezif. Aktivitit des extrazelluliren Phosphats). Der Unterschied 
ergab sich durch die lingere Inkubaticnszeit, vor allem aber durch die 
chromatographische Entfernung der wenig markierten Phospho-Lipoide 
bei dem oben genannten Versuch. Bei diesem Versuch mit seiner ver- 
haltnismaBig langen Inkubationszeit von 4 Stdn. fallen die niedrigen 
Werte fiir die relative spezif. Aktivitét des ATP und besonders der 
2.3-PGS auf. Diese Phosphatverbindungen zeigen im Gegensatz zum 
MPA einen sehr langsamen Austausch mit dem extrazelluliiren Phosphat. 

Kinetische Studien konnten vorliufig nicht durchgefiihrt werden, 
da weder die Menge noch der zeitliche Verlauf der MPA-Bildung in den 
Schatten exakt bestimmt werden konnten. (Auf Grund der groBen La- 
bilitit des MPA und nicht vermeidbarer Verluste bei der Aufarbeitung 
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der Schatten darf mit Sicherheit angenommen werden, daB der oben an- 
gegebene Wert von 2,3 ug siurelabiler Phosphor je m/ Erythrocyten zu 
gering ist.) 
3. Eigenschaften des Membran-Phosphatacceptors 

a) Hydrolyse 

Nach Elution des MPA und Hydrolyse einzelner Proben des Eluates 
zwischen 5 und 120 Min. wurde die in Abb. 9 dargestellte Hydrolysen- 
Kurve aufgenommen. Sie zeigt, daB nach 5 Min. bereits der gréBte Teil 
des =P vom MPA abgespalten war. (Zum Zeitpunkt 0 war kein anor- 
ganisches Phosphat nachweisbar.) Das starke Absinken der spezif. 
Aktivitat bei lingerer Hydrolyse wurde durch andere dem MPA bei- 
gemengte Phosphatverbindungen verursacht. 
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Abb. 9. Hydrolysenkurve des Membran-Phosphatacceptors (ln HCl, 100°). Die 
Zahlen an der Kurve zeigen die gemessenen Phosphatwerte in ug P pro Hydro- 
lysenprobe. 


Diese erwiesen sich als purinhaltige Substanzen. Das UV-Spektrum 
des MPA-Eluates zeigte ein Maximum bei 260 my. Die UV-Licht ab- 
sorbierenden Beimengungen wurden bei der Gewinnung des MPA aus 
den Schatten mit herausgelést. 

Bei der chromatographischen Reinigung der Schatten mit Phenol 
wurde im Bereich der Auftragstellen im UV-Licht eine starke Licht- 
absorption beobachtet. Durch Hydrolyse in kaltem HCl-Dampf (30 bis 
60 Min.) und chromatographische Abtrennung der aus ihrer chemischen 
Bindung gelésten Purine gelang der Nachweis von Adenin und Guanin 
(Abb. 10). 

Die Abspaltung der Purine von der Struktur der Schatten konnte 
bereits nach 10 Min. langem Behandeln mit kaltem Chlorwasserstoff 
nachgewiesen werden. Dasselbe Ergebnis wurde durch 2stdg. Erhitzen 
der Schatten in 1n HCl bei 100° und durch nachfolgendes chromato- 
graphisches Aufarbeiten des enteiweiBten Hydrolysates erzielt. Das Ver- 
haltnis der Extinktionen von Adenin zu Guanin betrug 2:1. Dieser 
Wert blieb bei Erythrocyten von verschiedenen Personen anniihernd 
gleich. 
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— - Start 


Abb. 10. UV-Photographie der Purine 
aus den Schatten (auf der rechten Seite 
des Chromatogramms aufgetragen) im 
«-——— Hypoxanthin Vergleich mit 3 Testsubstanzen. Chro- 
matographie im _ Isopropylalkohol- 
Salzsiure-System, absteigend. 


<————— Guanin 


-——___— Adenin 





«———— Front 


Eine chemische Analyse des MPA war wegen der zu geringen Aus- 
beute noch nicht méglich. 15—120 Min. langes Erhitzen des Schatten- 


materials in 50- oder 98proz. Ameisensiiure bei 50 oder 100° fiihrte stets | 


zu einem langsamen Abspalten von **PO,; gleichzeitig wurden Adenin und 


Guanin freigesetzt. Ein genaues stéchiometrisches Verhiiltnis zwischen | 


der Abspaltung von *2PO, und von Purinbasen lieB sich jedoch nicht er- 
mitteln, da am Anfang der Hydrolyse die abgespaltene Purinmenge zu 
gering war. Bei 1—15 Min. langem Erhitzen in 0,1- oder 1m HCl auf 100° 
wurden vier radioaktive Substanzen erhalten, die bei der Chromato- 
graphie in System I voneinander getrennt wurden. Das Radiopapier- 
chromatogramm von einem dieser Hydrolyse-Versuche zeigt Abb. 11. 





PO, 
Abb. 11. Radiopapierchromatographie 
(System I) des partiell hydrolysierten 
Membran-Phosphatacceptors  (32P- 
markierte Schatten 2 Min. in In HCI 
+ auf 100° erhitzt). 
R.: 08 05 03 0 
spezit. Akt: 1580 325 362 87 
Sie zeigt an der Auftragstelle eine radioaktive Substanz — ver- 


mutlich geringe Mengen des MPA. AuBerdem absorbierte die Auftrag- 
stelle durch die beigemengten purinhaltigen Substanzen UV-Licht. 
Ferner wurde eine schwichere radioaktive Bande bei Rr 0,3 und eine 
stiirkere bei Rr0,5 nachgewiesen. Die héchste Aktivitit war in der 
PO,-Bande (Rr 0,8) lokalisiert. Wihrend die Menge des abgespaltenen 
Orthophosphats im Verlaufe der Hydrolyse zunahm, blieb die Kon- 
zentration der beiden wandernden, unbekannten Substanzen ungefihr 
gleich. 
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Die spezif. Aktivititen dieser radioaktiven Substanzen (10-Min.- 
Hydrolyse) sind in das Radiopapierchromatogramm eingezeichnet. Die 
spezif. Aktivitiét stimmte beim Orthophosphat mit der des MPA iiberein. 
Wesentlich niedriger war die spezif. Aktivitaét der beiden gewanderten 
Spaltprodukte, doch lag sie noch 8—9 mal iiber der des ATP. Eine be- 
sonders geringe spezif. Aktivitit ergab sich bei der Hydrolyse der Start- 
linie. Dies war auf das Vorkommen nicht markierter Phosphatverbin- 
dungen zuriickzufiihren. 

Da die Bande mit dem Rr-Wert 0,5 ihrer Lage entsprechend Pyro- 
phosphat darstellen kénnte, wurde sie nach der Elution mit Wasser zu- 
sammen mit Pyrophosphat im System I und in dem Isopropylalkohol- 
Trichloressigsiure-Ammoniak-Gemisch!* rechromatographiert. Die Pyro- 
phosphat- und die radioaktive Bande deckten sich jedoch nicht. Még- 
licherweise handelt es sich bei dieser radioaktiven Verbindung um ein 
Hexosamin-Phosphat. Auch die Natur der anderen radioaktiven Sub- 
stanzen konnte noch nicht aufgeklirt werden. 

Da aus den Schatten leicht Purine herausgelést werden konnten 
und auch der isolierte MPA immer mit geringen Mengen einer UV- 
absorbierenden Substanz vermischt war, lag die Vermutung nahe, da 
der MPA aus Polynucleotiden besteht, an die das siiurelabile Phosphat ge- 
bunden ist. Wenn dies der Fall ware, kénnte durch fermentative Spaltung 
der Polynucleotide das radioaktive Phosphat von den Schatten abgelést 
werden. Zur Priifung dieser Frage wurde eine Probe markierter Schatten in 
einer 0,02m Triithanolaminlésung (pH 7,5) unter Zugabe von 500 yg kri- 
stallisierter Ribonuclease /ml suspendiert. Bei der chromatographischen 
Aufarbeitung nach 12stdg. Stehenlassen bei Zimmertemperatur zeigte 
sich keine Verinderung in der Radioaktivitit der Schatten des Versuchs- 
ansatzes gegeniiber der Kontrolle. Es traten keine radioaktiven Nu- 
cleotide im Uberstand auf. Dieses Ergebnis schlieBt jedoch eine Bindung 
des MPA an purinhaltige Verbindungen in den Schatten nicht aus. Es 
kann aber daraus geschlossen werden, da die ablésbaren purinhaltigen 
Substanzen nicht aus Nucleinsiure bestehen, zumal nur zwei Purine 
nachgewiesen werden konnten. 


b) Papierchromatographie des Membran-Phosphatacceptors 

Bei mehrmaliger Chromatographie sowohl des abgelisten als auch 
des noch an die Struktur gebundenen MPA in dem sauren System I bei 
18° wurde stets eine kleine Menge **PO, (5—10%) von dem an der Start- 
linie verbleibenden MPA abgespalten. Bei der Chromatographie (Lauf- 
zeit 8 Stdn.) in einem Phosphatpuffer'* wanderte der griéBte Teil des 
radioaktiven Phosphats mit der Front (Abb. 12). 


Abb. 12. Radiopapierchromatographie MPA 
des Membran-Phosphatacceptors in 
Phosphatpuffer "4. , 
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Hieraus kann auf einen Phosphataustausch zwischen Lésungsmitte: 


und MPA geschlossen werden. Dieser Austausch verliuft jedoch sehr 
langsam, da beim Auftropfen einer 5 - 10-m Phosphatlésung (pH 7) auf 


die Auftragstelle von Chromatogrammen, die freien oder struktur- 
gebundenen MPA enthielten, nach 30 Min. kein deutlicher Austausch be 
obachtet werden konnte. Bei der nachfolgenden Chromatographie in 
System I wurde nur so viel **PO, von der Auftragstelle mitgenomme, 
wie bei jedem Lauf in diesem sauren System. 

Das einzige System, in dem ein Teil des MPA wanderte, ist ein mit 
Ammoniak gepuffertes Isobuttersiiure-Wasser-System. Abb. 13 zeigt 
die gewanderte radioaktive Substanz (Rr 0,1), die im UV-Licht keine 
Absorption zeigte. Rechromatographie dieser Bande in dem System | 
veranderte ihre Lage nicht, spaltete jedoch wenig Orthophosphat ab. 


Abb. 13. Radiopapierchromatographie 
des Membran-Phosphatacceptors in 


' gepufferter Isobuttersaure. 
Start 





a 


c) Bildung des Membran-Phosphatacceptors in isolierten 

Schatten und Hemmung dieser Reaktion 

Vom Hamoglobin befreite Schatten nahmen nach 10—20 Min. In- 
kubation mit 32PO, groBe Mengen Radiophosphor auf. Ein Teil dieser 
Radioaktivitit konnte ebenfalls in Ameisensiiure abgelést und — wie 
unter 2 beschrieben — chromatographisch gereinigt werden. Sie entsprach 
dem MPA, der aus den Schatten markierter Erythrocyten gewonnen 
wurde. 

Abb. 14 zeigt ein Radiopapierchromatogramm mit MPA, der aus 
mit **PO, inkubierten Schatten isoliert wurde (vgl. Abb. 4 mit MPA aus 
intakten Erythrocyten). In Tab. 2 sind die spezifische und die relative 
spezif. Aktivitit des MPA aus 7 Versuchen mit Schatten von Erythro- 
cyten verschiedener Provenienz aufgefiihrt. 


MPA 
Abb. 14. Radiopapierchromatographie 
(System I) des Membran-Phosphat- 
PO, acceptors aus mit **PO, inkubierten 
Schatten. 
| 
Start 


Es wurde der Einflu8 von Enzymhemmstoffen und Komplex- 
bildnern auf die **P-Aufnahme der Schatten untersucht. Abb. 15 zeigt die 
Einwirkung von p-CMB, Arsenat und EDTA auf den Gehalt der Schatten 
an strukturgebundenem Phosphat. Besonders auffallend war der Effekt 
des EDTA, der auf die Bindung von Metall-Ionen zuriickgefiihrt werden 
mu. Arsenat und p-CMB bewirkten dagegen eine starke Hemmung der 
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MPA-Bildung. Nach 2—3 Min. langem Erhitzen der Schatten auf 100° 
konnte keine Fixierung von *2P mehr nachgewiesen werden. Diese Be- 
funde lassen den SchluB zu, daB der MPA durch einen spezifischen 
enzymatischen Proze8 gebildet wird. 


Tab. 2. Inkubation isolierter Schatten mit *2PO, (20 bis 30 Min. lang). Vergleich 
der spezifischen Aktivitaét des MPA mit der spezifischen Aktivitat der Inkubations- 























flissigkeit. 
Saurelab. PO, Spezif. Aktivitat | Spezif. Aktivitat Relative 
in der Extrakt-Probe des MPA d. extrazell. PO, spezif. 
Imp. - Min.—! Imp. : Min.-1 Aktivitat 
[ug P] | [Imp.-Min.-'] | —- (ug P)* * (ug PB) 
0,2 3294 16450 32700 50 
1,8 7033 3910 12400 31 
0,58 4004 6900 24000 29 
0,315 2493 7920 32700 24 
1,0 15650 15650 76000 21 
0,5 1800 3600 19200 19 
0,4 1120 2800 15300 18 
160 
4 100- 
| 1204 wl 
% 5 
80+ } 607 
| % 
40- 
40- 
20; 








2 - -3 
Kontrolle 425x10"m 25x10"m 45x10™m Kontrolle 10%m 2x10%m 
EDTA = p-CMB Na; AsO, Hg Cl, Na3As0, 


Abb. 15 Abb. 16 


Abb. 15. Einflu8B von Enzymhemmstoffen und EDTA auf den Einbau von **P in 
isolierte Schatten. Die Ordinate gibt die Radioaktivitat des MPA in % der Radio- 
aktivitat des Kontrollansatzes an. 


Abb. 16. Einflu8 von Arsenat- und Hg?®-Ionen auf die Phosphataufnahme von 
intakten Erythrocyten. Die Ordinate gibt die Radioaktivitaét der Erythrocyten in 
% der Radioaktivitét des Kontrollansatzes an. 


Die Hemmwirkung von Arsenat-Ionen auf die Phosphataufnahme 
von intakten Erythrocyten® wurde bereits in der Einleitung er- 
wihnt. Eigene analoge Versuche bei frischen menschlichen Erythrocyten 
ergaben mit Arsenat-Ionen (2-10-3m) und Hg?@-Ionen (10-4m HgCl,) 
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gleichfalls eine Hemmung der *2P-Aufnahme (Abb. 16). Diese Hemmuny 
konnte durch Erhéhung der Hg?®-Konzentration nicht verstirkt werden, 
da oberhalb einer Konzentration von 10-‘*m Himolyse eintrat. Na- 
Phosphit in einer 10-3m Konzentration verringerte die **P-Aufnahme 
um 30%. Na-Arsenit (5-10-%m) beeinfluBte die Phosphataufnahme 
nicht. Die Hemmwirkung der genannten Verbindungen trat nur bei 
frischen, jedoch nicht bei mehrere Tage alten Erythrocyten auf. Arsenat 
bewirkte in bekannter Weise sowohl bei frischen als auch bei gealterten 
Erythrocyten in 10-*m Konzentration eine rasc she Abnahme der ATP- 
Konzentration. 


d) Spezifitat der Phosphatiibertragung durch 

%2P-markierten MPA 

Bisher konnte keine Versuchsanordnung zur Priifung der Frage 
nach dem U bertragungsmechanismus der Phosphatgruppe des MPA ge- 
funden werden. Wenn der MPA ein strukturgebundenes ATP darstellt. 
wire eine Ubertragung der terminalen Phosphatgruppe durch Hexo- 
kinase auf Glucose denkbar. Zur niggcoee der Frage wurden Schatten in 
0,.9proz. Kochsalzlésung (pH 7,5; 5 - 10~m Orthophosphat) unter Zusatz 
von ®PO,, 100 mg% Glucose, 10 mg% Mg?° und 2 mg Hexokinase/m/ 
(reinst) inkubiert; Nach der Inkubation worden Glucose sowie Glucose-6- 
phosphat in den Ansiitzen bestimmt. Es war jedoch weder ein Glucose- 
verbrauch noch markiertes Glucose-6-phosphat bei der Chromatographie 
des Uberstandes nachweisbar. Auch bei der Inkubation von bereits 
markierten Schatten mit Hexokinase und Glucose wurde eine Uber- 
tragung von radioaktivem Phosphat auf Glucose nicht beobachtet. Aus 
diesen Versuchen kann geschlossen werden, dafi ein Phosphattransport 
durch die Hexokinase-Reaktion in das Zellinnere nicht erfolgt. 

Eine weitere Méglichkeit des Phosphattransports durch MPA be- 
steht in einer Transphosphorylierungsreaktion auf zellulires ATP 
(transphosphorylierender Phosphataustausch). Ferner ist eine Uber- 
tragung auf ADP unter Bildung von ATP denkbar. Zur Priifung dieser 
Frage wurden Schatten zusammen mit **PO, (1 ~C/m/), Orthophosphat 
(5: 10-4m), 10 mg% Mg?® und 500 wg ATP oder ADP pro mi inkubiert. 

Die Inkubation erfolgte nur 10—15 Min. lang, da die Schatten eine 
starke Adenosintriphosphatase-Aktivitit®! besitzen. (Nach Digitonin- 
himolyse ist die gessamte ATP-ase sowie die Pyrophosphatase-Aktivitat 
in den Schatten enthalten. Das vollstiindig von Schattenpartikelchen 
befreite Hiimolysat ist inaktiv.) Bei der chromatographischen Aufarbei- 
tung des Uberstandes und der Schatten konnte kein radioaktives ATP 
gefunden werden. Dieses negative Ergebnis ist jedoch kein Beweis gegen 
die Annahme, da in den intakten Zellen die Phosphatgruppe vom MPA 
durch eine Transphosphorylierungsreaktion auf ATP bzw. ADP in das 


21 E. Herberts, J. cellular comparat. Physiol. 47, 11 [1956]; T. V. Venk- 
stern u. V. A. Engel’gardt, Folia haematol. [Leipzig] 76, 422 [1959]. 
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Zellinnere gelangt. Die ATP-ase in den isolierten Schatten ist so aktiv, 
da8 ein Phosphataustausch mit ATP und ADP nicht exakt nachweisbar 
ist. 

Bei der Inkubation von ATP mit *2PO, in Mg®-haltigen Lésungen 
wird durch eine Transphosphorylierungsreaktion radioaktives Pyro- 
phosphat gebildet??: 

ATP + **PO, ~--> 2PPO, + ADP 


(Nach unseren Untersuchungen liuft die umgekehrte Reaktion unter 
denselben Inkubationsbedingungen nicht ab.) Wegen der hohen Pyro- 
phosphatase-Aktivitét der Schatten konnte nicht gepriift werden, ob 
diese Reaktion bei der Phosphataufnahme eine Rolle spielt, da die sus- 
pendierten Schatten jedes entstandene Pyrophosphat-Molekiil sofort 
hydrolysierten. 


e) Undurchlassigkeit der Erythrocyten-Membran fiir 
Pyrophosphat-lIonen 
Zur Priifung der Frage der Durchlissigkeit der Erythrocyten- 
membranen fiir Pyrophosphat-lonen wurden Erythrocyten in einer 
Ringer-Glucose-Lisung inkubiert, die 5-10-*m Pyrophosphat bzw. 
Orthophosphat und 1 wC PPO, bzw. *PO,/m/ enthielt. Aus Abb. 17 
ergibt sich, da8 praktisch kein Pyrophosphat in das Zellinnere eintritt. 
Die mit 32PPO, inkubierten Erythrocyten waren nach 3maligem Waschen 
frei von Radioaktivitit. 
10x10 = 


Abb. 17. Radioaktivitat des Trichloressigsaure- 


< 
Extraktes und der Schatten von **POQ,- bzw. = <i 
82PPO,-markierten Erythrocyten (Inkubations- = 
dauer 15 Min.). ] 
27 











108 39 
Xp ppg, py ppg, 
Extrakt Schatten 





Da das Pyrophosphat in seinem chemischen Verhalten dem Ortho- 
phosphat sehr ihnlich ist, stellt dieser Befund eine weitere Stiitze fiir die 
Annahme dar, daB *?P-markierte Erythrocyten nach 3maligem Waschen 
praktisch kein extrazelluliires Orthophosphat mehr adsorbiert enthalten 
und da8 die Radioaktivitit der Schatten weitgehend dem Gehalt an MPA 
entspricht. 


22 J. M. Lowenstein, Nature [London] 187, 570 [1960]. 
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Diskussion 


Durch Vergleich der spezifischen Radioaktivitit der wichtigsten 
bekannten Phosphate in den Erythrocyten mit der spezifischen Aktivitii 
der an den Schatten gefundenen Phosphatverbindung nach kurzen und 
lingeren Inkubationszeiten konnte gezeigt werden, daB nicht das ATI 
die héchste spezifische Aktivitit in den Erythrocyten enthalt, sondern 
ein ,.Membran-Phosphatacceptor“. Da diese Phosphatverbindung struk- 
turgebunden und siurelabil und nur in geringer Menge in den Schatten 
enthalten ist, konnte sie bisher nicht in fiir eine genaue chemische Analyse 
ausreichenden Mengen isoliert werden. 

Ks erscheint unwahrscheinlich, daB es sich beim MPA um Phospho- 
lipoide handelt, da der Phosphataustausch bei Phospholipoiden lang- 
samer erfolgt als bei energiereichem Phosphat**. Ferner sind durch Ex- 
traktion der Schatten mit organischen Lésungsmitteln nur geringe 
Mengen an Radioaktivitit ausziehbar. Der abgeléste MPA ist in Butanol 
und Ather unléslich. 

Da beim vorsichtigen Erhitzen des markierten Schattenmaterials 
in Siuren zusammen mit dem *2PO, Adenin und Guanin abgelést werden, 
ist eine primaire Bindung des extrazelluliren Phosphats an struktur- 
gebundene Nucleotide méglich. Eine solche Annahme entspriche der 
Vorstellung**» 25, daB Polynucleotide, als Bestandteil von Enzymen oder 
durch Komplexbildung, an dem aktiven Transport von Ionen beteiligt 
sind. In diesem Zusammenhang wurde auf das Vorkommen von Poly- 
nucleotiden in der Randzone von Zellen héherer Wirbeltiere, an der Ober- 
fliche von Seeigel- und Froscheiern, sowie von Bakterien und Hefc- 
zellen hingewiesen?°. 

Weitere Moglichkeiten eines raschen Einbaues yon Phosphat in den 
MPA bestehen in der Bildung von Phosphoamiden (-N-P-), Acylphos- 
phaten (-CO-O-P-) sowie Thiol-Estern (-S-P-)?°. In diese Richtung weisen 
die Untersuchungen von Agren und Engstrém. Diese Autoren konntea 
aus verschiedenen Zellarten Phosphoserin (aus Leber?’) und Phospho- 
threonin (z. B. aus Hefe*’) und aus Escherichia coli Hexosaminphosphat?® 
isolieren. Beim Vergleich der spezifischen Aktivitit des Phosphoserins 
mit der des ATP ergab sich ein konstant bleibendes Verhiiltnis, das 
durch Einwirkung von Fermentgiften (Hemmung der Glykolyse sowie 
der oxydativen Phosphorylierung) nicht veraindert wurde (Unter- 

2 J.G.Wladimirow, J.P. Aschmarin wu. A.P. Urinson, Biochemie 
[Moskau] 18, 5, 582 [1953]. 

*4 C. Neuberg u. J.S. Roberts, Arch. Biochemistry 20, 185 [1949]. 

25 A.J. Lansing u. T. B. Rosenthal, J. cellular comparat. Physiol. 40, 
337 [1952]. 

26 L. Engstrém, Acta Soc. Med. Upsaliensis 68, 128 [1958]. 

27 G. Agren, C.-H. de Verdier u. J.Glomset, Acta chem. scand. 8, 
1570 [1954]. 

28 G. Agren u. L. Engstrém, Acta chem. scand. 11, 1087 [1957]. 

29 G. Agren, Acta chem. scand. 12. 1352 [1958]. 
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suchungen an Hefezellen?*). Die spezifische Aktivitiit des Phosphoserins 
betrug etwa !/, der des ATP. 


Bei den nach der Hydrolyse isolierten Phosphoaminosiuren liegt 
ein Phosphatester vor. Engstr6m?* und Agren®® nehmen an, da8 in 
den von ihnen isolierten Phosphoaminosiuren die Phosphorsiiure ur- 
spriinglich mit der Aminogruppe des Serins und Threonins amidartig 
verbunden war. Diese Phosphoamid-Bindung ist energiereich und saure- 
labil. Erst waihrend der partiellen Hydrolyse der Proteine soll die Phos. 
phatgruppe in die stabilere O-P-Bindung des Phosphoserins und Phospho- 
threonins iibergefiihrt werden. Die geringere spezifische Aktivitat des 
Phosphoserins gegeniiber dem ATP erkliren die genannten Autoren mit 
einem Verdiinnungseffekt durch nicht markiertes Phosphoserin bei der 
partiellen EiweiBhydrolyse. 

Von besonderer Bedeutung in diesem Zusammenhang ist die Iso- 
lierung von radioaktivem Phosphoserin aus Erythrocyten-Schatten, 
welche mit 32PO, 20 Min. bei Raumtemperatur inkubiert worden waren*!. 
Die Bildung der radioaktiven Phosphoproteide konnte verhindert werden 
durch kurzes Erhitzen der Schatten auf 80° vor der Inkubation oder 
durch Zugabe von 10-2m Monojodacetat zum Inkubationsmedium. 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unseren Beobachtungen an 
isolierten Schatten: Der rasche *#2P-Einbau wurde durch Erhitzen der 
Schatten vor der Inkubation, sowie durch Stoffwechselgifte wie p-CMB 
und Arsenat-Ionen verhindert. Arsenat-lonen hemmen den Phosphor- 
Einbau in intakten Erythrocyten durch Reaktion mit den Enzymen 
anstelle der Phosphat-Ionen*®?. Die Phosphataufnahme wurde auch bei 
Bakterien durch p-CMB gehemmt*’. Die von uns gefundene Erhéhung 
der *2P-Aufnahme der Schatten durch Zusatz von EDTA rechtfertigt 
zusammen mit allen bisher angefiihrten Beobachtungen die Annahme, 
daB der Einbau von **P in die Schatten durch Enzyme erfolgt. 


Agren und Engstrém diskutieren in den oben angefiihrten Ar- 
beiten die Funktion dieser Phosphoproteide als transphosphorylierende 
Enzyme. Diese Annahme wird durch den Nachweis eines **P-markierten 
Phosphoserins in einer Hefe-Hexokinase-Priparation, welche mit radio- 
aktivem ATP oder radioaktivem Glucose-6-phosphat inkubiert worden 
war, gestiitzt*4. Das Phosphoserin stellt vielleicht das Enzym-Phosphat- 
Zwischenprodukt der Transphosphorylierungsreaktion dar. Pizer*® be- 
schrieb ein radioaktives Phosphoproteid, das bei der Inkubation einer 
anderen Transphosphorylase, der Phosphoglyceromutase mit radio- 
aktiven Substraten erhalten wurde. 


30 G. Agren u. C.-H. de Verdier, Acta chem. scand. 11, 1089 [1957]. 
31 G. Agren u. L. Engstrém, Acta chem. scand. 10, 876 [1956]. 

32 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 303, 40 [1939]. 

33 P. Mitchell u. J. M. Moyle, Discuss. Faraday Soc. 21, 258 [1956]. 
34 G. Agren u. L. Engstrém, Acta chem. scand. 10, 489 [1956]. 

35 L. J. Pizer, J. biol. Chemistry 235, 895 [1960]. 
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Holzer und Lynen®® fanden ebenfalls ein sehr labiles, struktur- 
gebundenes Phosphat bei Hefe und vermuteten eine energiereiche Bin- 
dung des Phosphats an endstiindigen Amidgruppen. Dieses Phosphat 
sollte durch ,,Fermentketten-Phosphorylierung* gebildet und dann auf 
ADP iibertragen werden. 

Fiir die Bildung des MPA kommen zwei grundsiitzliche Reaktions- 
wege in Frage: 

1. Die Bindung des Phosphats an einen mit der Membranstruktur 
verkniipften Phosphatacceptor. Als Acceptor kommen nach den Unter- 
suchungen von Agren und Engstrém Serin oder Threonin oder Hexos- 
amin in Betracht. Die Bindung an ein strukturgebundenes Nucleotid 
ist ebenfalls denkbar. Diese Art der Phosphatbindung erfordert jedoch 
eine fortwiihrende Energiezufuhr, da der MPA die Phosphatgruppe in 
eine siurelabile, energiereiche Bindung aufnimmt. 

Gegen diese Annahme spricht der Befund, daB eine *P-Aufnahme 
auch durch gewaschene Erythrocyten-Schatten erfolgt, die keine nach- 
weisbaren Mengen glykolytischer Enzyme enthalten. 

{s kann als unwahrscheinlich angesehen werden, daB als Phosphat- 
acceptor ein Nucleosid dient, das durch die Nucleosidphosphorylase** 
phosphorolytisch gespalten wird, da es sich beim MPA mit Sicherheit um 
kein freies Ribose-}-phosphat handelt. 

2. Transphosphorylierender Phosphataustausch des extrazelluliren 
Orthophosphats mit einer energiereichen, strukturgebundenen Phosphat- 
verbindung. (In der Gleichung wird zur Kennzeichnung der energie- 
reichen Phosphatverbindung der Membran-Phosphatacceptor mit MPA 
~P bezeichnet.) 

MPA~P+#PQ, en’ MPA~*P + PO, 

Fiir einen solchen Mechanismus spricht der Befund, daB auch die 
gewaschenen Schatten einen Phosphataustausch zeigen. Als energie- 
reiche Bindungen kommen solche eines Phosphoamids, oder solche vom 
Typ des ATP in Betracht. Es ist denkbar, dafs diese als MPA die Fer- 
ment-Phosphat-Zwischenverbindung einer Transphosphorylase  dar- 
stellen. 

Dieses Ferment kiénnte die Phosphataufnahme erméglichen und 
seine Aktivitiit kénnte geschwindigkeitsbegrenzend fiir den Phosphat- 
transport sein. Dieser besteht bei ruhenden Zellen (z. B. ruhende Bak- 
terien®’) in einem Austausch des Phosphats zwischen dem Zellinneren 
und dem Extrazellularraum. Bei rasch stoffwechselnden Zellen dagegen 
wirkt ein Sog auf das Phosphat beim Transfer in das Zellinnere. Steigt 

36 H. Holzer u. F. Lynen, Liebigs Ann. Chem. 569, 138 [1950]. 

87 J. B. Kahn u. 8. B. Cohen, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 120, 239 
[1957]; F. J. Lionetti, W.L. McLellan u. B.S. Walker, J. biol. Chemistry 
229, 817 [1957]; B. A. Lowy, E.R. Jaffé, G. A. Vanderhoff, L. Crook u. 


J. M. London, ebenda 230, 409 [1958]. 
38 P. Mitchell u. J. M. Moyle, J. gen. Microbiol. 9, 257 [1953]. 
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die Konzentration des Orthophosphats in den Zellen an durch Sinken des 
pH in der Inkubationsfliissigkeit, oder durch Glucosemangel, oder unter 
dem EinfluB8 von Stoffwechselinhibitoren, so gelangt zellulires Ortho- 
phosphat durch Austausch mit dem MPA in den Extrazellularraum, und 
die Phosphataufnahme der Zellen, gemessen am Einbau von *P, nimmt 
ab. Demnach ist die Richtung, in der das ausgetauschte Phosphat trans- 
portiert wird, von der Phosphatkonzentration in dem _ betreffenden 
Raum abhingig. Bei hoher Stoffwechselaktivitit wandert es in das Zell- 
innere, das eine geringere Phosphatkonzentration besitzt als das die 
Zelle umgebende Medium !*: }9; 39, 

Ein Hinweis auf die Brauchbarkeit dieser Arbeitshypothese ist die 
Tatsache, daB mehr Radioaktivitit in den Schatten und eine hohe spezi- 
fische Aktivitiit des MPA bei den Erythrocyten mit hoher Stoffwechsel- 
aktivitit gefunden wurde, wiihrend die Menge des radioaktiven MPA 
abnahm, sobald durch Dephosphorylierungsvorginge in der Zelle Phos- 
phat-lonen mit geringerer spezifischer Aktivitit in den extrazelluliren 
Raum gelangten. Abb. 18 zeigt eine schematische Darstellung dieses von 
uns vorgeschlagenen Mechanismus des Phosphattransports. Die Angriffs- 
orte verschiedener Enzymgifte und ihre Wirkung auf die Richtung des 
Phosphattransports sind ebenfalls eingezeichnet. 

Da die zellulire Orthophosphatkonzentration bei hoher Stoff- 
wechselaktivitét geringer ist als die extrazellulire, miiBte dieser Mecha- 
nismus der Phosphataufnahme, bei dem das Phosphat-Ion vor dem Ein- 
tritt in die Zelle in den Schatten chemisch fixiert wird, nach der Defi- 
nition von Netter? nicht als ,,aktiver Transport‘, sondern als ,,kata- 
lysierte Diffusion’ bezeichnet werden. Der MPA kénnte als Enzym- 
Substrat-Verbindung auch als Trager bei dem Phosphattransport an- 
gesehen werden, indem durch eine entsprechende riiumliche Anordnung 
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Abb. 18. Transphosphorylierender Phosphataustausch als Mechanismus der Phos- 
phataufnahme durch menschliche Erythrocyten. 
39 R. F. Furchtgott u. E.Shorr, J. biol. Chemistry 151, 65 [1943]; 
Kk. G. Weir u. A. B. Hastings, ebenda 129, 547 [1939]. 
40 H. Netter, Theoretische Biochemie, 8. 710ff, Springer-Verlag, Heidel- 
berg 1959. 
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des Enzyms das ausgetauschte Phosphat nach einer Seite abgegeben 
werden wiirde*!. 

Das von den Erythrocyten wahrscheinlich mit Hilfe des MPA, dessen 
spezifische Aktivitat die aller nachweisbaren Phosphatverbindungen in 
den Erythrocyten um ein Mehrfaches iibertrifft, aufgenommene Phosphat 
wird nach der heute giiltigen Vorstellung in die Glykolyse auf der Stufe 
der Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase eingeschleust*. Auf Grund 
der héheren spezifischen Aktivitit des ATP gegeniiber der des zellularen 
Orthophosphats ist es denkbar, daB das Phosphat bereits in der Membran 
oder in membrannahen Schichten mit den hier angereicherten Reaktions- 
orten der Glykolyse reagiert, bevor es mit dem zelluliren Orthophosphat. 
dessen spezifische Aktivitét nach 15—60 Min. Inkubationszeit nur 3 bis 
11% von der des MPA betragt, vermischt wird. Der Anstieg der spezi- 
fischen Aktivitat des zelluliéren Orthophosphats iiber die des ATP bei 
leichten Dephosphorylierungsvorgingen in den Erythrocyten kann aus 
dem unvollstindigen Verbrauch des Orthophosphats durch die unter 
diesen Bedingungen langsamer ablaufenden glykolytischen Reaktionen 
erklirt werden. 

Bisher fehlen jedoch die Beweise fiir die Annahme, daB bei Erythro- 
cyten im Bereiche der inneren Membrangrenze die glykolytischen En- 
zyme angereichert sind. Eine solche mit der Struktur korrelierte Re- 
aktion wire mit der Annahme vergleichbar**, daB innerhalb der Ober- 
flichenschicht von Hefezellen in einzelnen Zonen definierte Enzym- 
Reaktionen ablaufen. 

tine weitere Méglichkeit zur Erklirung der hohen spezifischen 
Aktivitaét des ATP gegeniiber dem Orthophosphat ist ein transphos- 
phorylierender Phosphataustausch zwischen der Phosphatgruppe des 
MPA und dem P” des ATP. Fiir eine solche Reaktion liegen jedoch bisher 
keine experimentellen Anhaltspunkte vor. Durch Inkubation von Ery- 
throcyten-Schatten mit ATP und *2PO, liBt sich diese Méglichkeit nicht 
priifen, da die hohe ATP-ase-Aktivitit der Schatten das zugesetzte ATP 
rasch hydrolysiert. Bisher konnte eine Bedeutung der ATP-ase in den 
Erythrocyten-Schatten fiir die Phosphataufnahme nicht nachgewiesen 
werden 43, 

Mit dem Auffinden des MPA wurde der chemische Beweis erbracht, 
daB das extrazellulire Orthophosphat an der Zelloberfliche mit hoher Ge- 
schwindigkeit in eine organische, iiberaus labile Verbindung eingebaut 
wird. Es darf demnach als wahrscheinlich angesehen werden, daB das 
extrazellulare Orthophosphat nicht als freies lon durch die Zellwand der 
Erythrocyten permeiert. 

Die Membran der Erythrocyten scheint véllig undurchlissig sowohl 
fiir organische als auch fiir anorganische Phosphate zu sein. Hevesy 
41 C. A. Thomas, Science [Washington] 123, 60 [1956]. 

42 A. Rothstein, Discuss. Faraday Soc. 21, 229 [1956]. 
43 E. Clarkson u. M. Maizels, J. Physiology 116, 112 [1952]. 








Bd 


un 
me 
vel 
zel 
du 
kei 
ste 
in 

sch 
ist 

das 


Ra 
Ko 
akt 
Ph 
Ad 


rad 
Kix 
tet: 


sOWM 


Sck 
gel 


lier 








Bd. 325 (1961) Phosphattransport in Erythrocyten des Menschen 33 


und Aten‘! vertraten bereits die Meinung, daB Erythrocyten imper- 
meabel fiir Phosphorsiureester sind. Intrazelluliire organische Phosphat- 
verbindungen kénnen nicht aus Erythrocyten austreten®. Auch Hefe- 
zellen nehmen keine Phosphatester auf, sondern spalten diese vorher 
durch Phosphatasen‘**, Ein zusitzlicher Hinweis auf die Undurchlissig- 
keit der Erythrocyten-Membran gegeniiber Orthophosphat-Ionen be- 
steht in dem von uns erhobenen Befund, daB Pyrophosphat-Ionen nicht 
in Erythrocyten permeieren kénnen. Die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften dieser beiden Ionen sind zwar nur begrenzt vergleichbar, jedoch 
ist aus dem Verhalten der Pyrophosphat-Ionen ein Analogieschlu8 auf 
das der Orthophosphat-Ionen zulassig. 


Zusammenfassung 


%2P-markierte Erythrocyten enthielten die héchste spezifische 
Radioaktivitaét in einem Membran-Phosphatacceptor noch unbekannter 
Konstitution, der in den Schatten lokalisiert war. Bei hoher Stoffwechsel- 
aktivitét der Erythrocyten erreichte die spezifische Aktivitait dieser 
Phosphatverbindung das 20- bis 30fache der spezifischen Aktivitit des 
Adenosintriphosphats. 

Bei der Inkubation isolierter Schatten mit *2PO?° konnte ebenfalls 
radioaktiver Membran-Phosphatacceptor nachgewiesen werden. Der 
Einbau von Radiophosphat in die Schatten wurde durch Athylendiamin- 
tetraacetat erhéht und durch Erhitzen der Schatten vor der Inkubation, 
sowie durch p-Chlormercuri-benzoat und Arsenat, gehemmt. 


Der Membran-Phosphatacceptor war fest an die Struktur der 
Schatten gebunden. Er konnte mit 98proz. Ameisensiure teilweise ab- 
gelést und chromatographiert werden. Er erwies sich als saurelabil. 


Als Mechanismus der Phosphataufnahme wird ein transphosphory- 
lierender Phosphataustausch vorgeschlagen. 


Summary 


The highest specific activity in **P-labelled erythrocytes was found 
in an unknown membrane phosphate acceptor, localised in the erythro- 
cyte ghosts. With high metabolic activity of the erythrocytes, the specific 
activity of this phosphate compound was 20 to 30 times that of the ade- 
nosine triphosphate. 


Radioactive membrane phosphate acceptor was also produced by 
the incubation of isolated ghosts with *2PO%°. The incorporation of 


44 G. Hevesy u. A. H. W. Atenjr., Kgl. danske Vidensk. Selsk. biol. Medd. 
14, 1 [1939]. 

45 M. Maizels, J. Physiology 108, 247 [1949]. 

46 A, Rothstein u. R. Meier, J. cellular comparat. Physiol. 34, 97 [1949]. 
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radiophosphate into the ghosts was increased by ethylendiamin tetra- 
acetate, and inhibited by heating the ghosts before incubation and by 
p-chloromercuribenzoate or arsenate. 


The phosphate aeceptor was bound firmly to the membrane anid 
could be partly removed with 98° formic acid and studied chromato- 
graphically. It was acid labile. 

A phosphate exchange by transphosphorylation is suggested for tlic 
mechanism of phosphate uptake. 


Doz. Dr. G. Hillmann, Chemisches Laboratorium der Medizinischen Uni- 
versitats-Klinik und Poliklinik Tiibingen, LiebermeisterstraBe 12. 
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Die biologische Wirkung von Dehydrogenasemodellen 
Von 


W. Langenbeck und R.-D. Franz 


Aus dem Institut fiir Organische Katalyseforschung Rostock der Deutschen Akademie der Wissen- 
schaften zu Berlin, Direktor: Professor Dr. W. Langenbeck 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Januar 1961) 


Als erstes Dehydrogenasemodell wurde 1927 von Langenbeck das 
Isatin erkannt!. Das Gebiet der Dehydrogenasekatalysatoren wurde 
dann durch ihn und seine Schule weiterentwickelt und viele Isatin- und 
Chinonderivate mit einer hohen Dehydrogenaseaktivitit synthetisiert?~’. 

Vom biochemischen, physiologischen und pharmakologischen Stand- 
purkt aus erregen die Chinone durch vielfiltige, oft bedeutende Wirk- 
samkeit groBes Interesse®. Uber den Einflu8 der Chinone auf verschie- 
dene Organismen sind schon viele Untersuchungen ausgefiihrt worden. 
So wird das Wachstum der Bakterien, Pilze und Algen durch manche 
Chinone zum Teil recht betrachtlich gehemmt. Auch bei den Tieren 
zeigt eine Anzahl von Chinonen eine mitosehemmende Wirkung. Be- 
stimmte Chinone wirken auf die verschiedensten Enzymsysteme hem- 
mend, und es ist sehr wahrscheinlich, daB hierin der Schliissel fiir die 
vielen durch Chinone verursachten biologischen Effekte zu suchen ist. 

Es war die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die biologische Wirk- 
samkeit von Chinonen mit einer hohen Dehydrogenaseaktivitit zu 
untersuchen, um festzustellen, ob zwischen der biologischen Wirkung 
und der katalytischen Aktivitit ein Zusammenhang besteht. Vier Chinon- 
derivate und ein Isatinderivat wurden getestet. Zwei Gesichtspunkte 
waren fiir die Auswahl ausschlaggebend. Alle fiinf Substanzen sind gute 
Dehydrogenasekatalysatoren fiir die oxydative Desaminierung von 
x-Aminosiuren, besonders von Alanin. AuBerdem sind diese Verbin- 
dungen wasserléslich, so daB eine Anwendung von Lésungsvermittlern 


1 W. Langenbeck, Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 932 [1927]. 

2 H. Mix u. H. W. Krause, Chem. Ber. 89, 2630 [1956]. 

3 W. Langenbeck, R. Schaller u. K. Arneberg, Ber. dtsch. chem. Ges. 
75, 1483 [1942]. 

4 W. Langenbeck, H. Le Blanc u. B. Lukowezyk, Chem. Ber. 87, 496 
[1954]. 

5 H. Pracejus, Liebigs Ann. Chem. 601, 61 [1957]. 

6 H. Cassebaum, Chem. Ber. 90, 1537, 2876 [1957]; 91, 246 [1958]. 

7 W. Langenbeck, O. Tarhan, G. Keitel u. B. Hirsch, Chem. Ber. S81, 
356 [1948]; H. Cassebaum u. W. Langenbeck, ebenda 90, 339 [1957]; H. Cas- 
sebaum u. H. Hofferek, ebenda 92, 1643 [1959]; B. Lukowezyk, J. prakt. 
Chem. (4) 8, 372 [1959]. 

8 O. Hoffmann-Ostenhof, Experientia [Basel] 3, 137, 176 [1947]; der- 
selbe, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 6, 154 [1950]. 
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nicht nétig war. Das Isatinderivat wurde mit in die Untersuchungen 
einbezogen, da es sich durch eine groBe katalytische Aktivitit aus- 
zeichnet und ebenfalls eine chinoide Struktur besitzt. Das Formelschema 
zeigt die untersuchten Dehydrogenasekatalysatoren. 
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: Kaliumsalz der Naphthochinon-(1.2)-sulfonsaure-(4) 


II: 2-Hydroxy-binaphthyl-(3.3’)-dichinon-(1.4 ; 1’.2’) 
III: 4-[2-Hydroxy-3-carboxy-naphthyl-(1)]-naphthochinon-(1.2)-carbonsaure-(3) 
IV: 7-Hydroxy-naphthochinon-(1.2) 


: 7-Methyl-isatin-carbonsaure-(4) 


Methodik 
Dehydrogenasekatalysatoren 


Kaliumsalz der Naphthochinon-(1.2)-sulfonsaure- (4) (I): 2-Naphthol 


wurde zu 1-Nitroso-2-naphthol nitriert®, mit Natriumhydrogensulfit reduziert und 
mit konz. Schwefelsiure dann in 1-Amino-2-naphthol-sulfonséure-(4) umgewan- 
delt?°, Nach der Oxydation mit Salpetersiure bildet sich mit Ammoniumchlorid 
das Ammoniumsalz der Naphthochinon-(1.2)-sulfonsiure-(4), welches anschlieBend 


in das Kaliumsalz iibergefiihrt und umkristallisiert wurde". 


9 C.S. Marvel u. P. K. Porter, Org. Syntheses, Coll. Vol. I, 411 [1951]. 
10 |, F. Fieser, Org. Syntheses, Coll. Vol. IT, 42 [1943]. 
11 &. L. Martin u. L. F. Fieser, Org. Syntheses, Coll. Vol. ITT, 633 [1955]. 
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2-Hydroxy-binaphthyl-(3.3’)-dichinon-(1.4; 1’.2’) (II) wurde aus 
Naphthochinon-(1.2) durch Oxydation mit Eisen(ITI)-chlorid hergestellt und aus 
Kisessig umkristallisiert }*. 

4-[2-Hydroxy-3-carboxy-naphthyl-(1)]-naphthochinon-(1.2)-car- 
bonsaure-(3) (III) wurde nach Teuber, ausgehend von der 3-Hydroxy-naphthoe- 
siure-(2), durch Umsetzung mit Kalium-nitrosodisulfonat synthetisiert®. 

7-Hydroxy-naphthochinon-(1.2) (IV) synthetisiert man am besten nach 
Teuber und Gétz! durch Umsetzen von 2.7-Dihydroxy-naphthalin mit Kalium- 
nitrosodisulfonat. 

7-Methyl-isatin-carbonsaure-(4) (V) wurde iiber die Zwischenstufen 
p-Toluylsaure, 3-Nitro-4-methyl-benzoeséure, 3-Amino-4-methyl-benzoeséure und 
3-Isonitrosoacetamino-4-methyl-benzoesaure dargestellt?. 

Bakteriostatische Versuche 

Wir verwendeten 2 grampositive (Staphylococcus aureus, Bacterium subtilis) 
und 2 gramnegative Bakterienarten (Escherichia coli, Bacterium prodigiosum). Je 
ein Stamm dieser 4 Arten wurde uns dankenswerterweise vom Mikrobiologischen 
Institut der Universitat Rostock zur Verfiigung gestellt. Als Nahrlosung ver- 
wendeten wir eine Pferdefleischbouillon (Bezirkshygiene Institut Rostock), in der 
wir die zu untersuchenden Substanzen direkt lésten (Konzentrationen s. Tab. 1). 
Wir fiihrten die Versuche in Reagenzglasern mit je 5 m/ Nahrlésung durch. Um eine 
gleichmaBige Impfung aller Proben zu gewahrleisten, stellten wir uns mit reiner 
Nahrlésung eine Impfkultur mit stets gleicher Bakterienkonzentration — gemessen 
am Triibungsgrad — her. Mit dieser Stammlésung impften wir dann die einzelnen 
Proben aus einer Mikropipette mit stets der gleichen Menge. Bei allen Versuchen 
wurden die Kulturen 20 Stdn. bei 37° inkubiert. Die Wachstumsmessung erfolgte 
mit dem Triibungsmesser des Pulfrich-Photometers nach 2, 4, 6 und 20 Stdn. Die 
Reagenzglaser wurden direkt in den Strahlengang gebracht und die relative Trii- 
bung gegen das Vergleichsglas 4 mit dem Rotfilter L 1 gemessen. 


Fungistatische Versuche 

Die 3 Staimme der Gattungen Alternaria, Aspergillus und Fusarium, mit 
denen wir unsere Untersuchungen durchfiihrten, verdanken wir ebenfalls dem 
Mikrobiologischen Institut der Universitat Rostock. In der von uns angewandten 
Bierwiirzenahrlésung wurden die Substanzen in den gleichen Konzentrationen wie 
bei den Bakterienversuchen gelést. Zu jedem Versuch wurden 5 m/l Nahrlésung in 
ein Reagenzglas gefiillt und diese mit einer Impfése Pilzmycel beimpft. Wir lieBen 
die Kulturen 8 Tage lang im Brutschrank. bei 33° wachsen. Dann wurden die Proben 
abfiltriert, bei 60° getrocknet und gewogen. 


Axolotl-Test 

Aus einer groBen Anzahl von 1 Jahr alten Axolotln (Ambystoma, eigene Zucht) 
wurden schwarze Exemplare von gleicher GréBe und gleichem Ernahrungs- 
zustand herausgesucht. Fiir jeden Versuch verwendeten wir 4 Tiere, die in einem 
350 < 250 x 250 mm Vollglasbecken ohne Untergrund und ohne Pflanzen konstant 
bei 22° gehalten wurden. In jedem Becken befanden sich 8 / abgestandenes Wasser, 
das standig durchliiftet wurde und in dem die zu untersuchenden Substanzen gelést 
wurden. Wahrend des Versuchs fiitterten wir die Axolotl jeden zweiten Tag mit 
Pferdefleisch. Das Futter wurde abgewogen und jedes Tier einzeln mit der Pinzette 
vefiittert. Die Ernahrung war so fiir alle Versuchstiere gleich, was fiir den Re- 
generationsversuch besonders wichtig war. Wahrend der 30tagigen Versuchsdauer 
brauchte das Wasser nicht gewechselt zu werden; durch die Pinzettenfiitterung 
blieben keine Futterreste liegen und die Exkremente wurden tiaglich entfernt. Als 
Stanzinstrument fiir das Ausschneiden gleich groBer Stiicke aus dem Schwanzsaum 
benutzten wir eine Kerblochzange — wie sie zum Lochen von Kerblochkartei- 


“12 §, C. Hooker u. L. F. Fieser, J. Amer. chem. Soc. 58, 1216 [1936]. 
3 H.-J. Teuber u. N. G6tz, Chem. Ber. 87, 1236 [1954]. 
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karten im Handel erhaltlich ist —, die wir uns etwas verandert hatten. Es wurden 


im Schwanzsaum jedes Versuchstieres zwei Einschnitte angebracht, die 6 mm tief 


und 3 mm breit waren. 
Wachstumsbeeinflussung der Axolotl 

3 Monate alte Axolotl von gleicher GréBe wurden zu je 5 Stiick in einem 
250 < 180 x 220 mm Vollglasbecken in 6 / abgestandenem durchliiftetem Leitungs- 
wasser konstant bei 22° gehalten, in dem die Substanzen direkt gelést waren. Wir 
fiitterten die Tiere mit der Pinzette 2mal in der Woche mit Pferdefleisch, bis sic 
satt waren. War das Wasser stark verschmutzt, so wurde es in allen Becken gleich 
zeitig erneuert. Das Wachstum wurde an Hand des Kérpergewichts am 20., 35.. 
42., 95. und 140. Tag nach Versuchsbeginn gemessen. 


Entwicklungstest mit Hiern von Xenopus laevis 

Frisch abgelaichte Xenopus-Eier brachten wir abgezahlt fiir die ersten Tage 
in Kristallisationsschalen von 230mm Durchmesser und 100mm Hohe mit 2/ 
Inhalt und spater in Vollglasaquarien (350 x 250 x 250 mm), die 8 / der Versuchs- 
lésungen enthielten. Die Temperatur der durchliifteten Becken wurde konstant auf 
22° gehalten. 4 Tage nach der Eiablage begannen wir mit der Fiitterung der Larven. 
Dazu wurde getrocknete Brennessel_ (Herba urticae) in der Kugelmiihle ganz fein 
pulverisiert, das Pulver in Wasser aufgeschwemmt und die Suspension durch ein 
Tuch in die Becken filtriert. Wir fiitterten die Larven taglich, die Menge wurde so 
bemessen, da das Wasser am anderen Tag von den Tieren wieder klar filtriert war. 
Der W "asserwechsel wurde in allen Becken gleichzeitig durchgefiihrt. Fiir jeden 
Versuch verwendeten wir 60 Eier. In den ersten 2 Tagen wurde die Entwicklung 
in Absténden von einigen Stdn. beobachtet, spater einmal am Tag. Die Beob- 
achtung fiihrten wir unter dem Stereomikroskop durch. Als MeBergebnisse des 
Entwicklungsablaufs unter dem Einflu8 der Dehydrogenasekatalysatoren werteten 
wir die an bestimmten Tagen von der Mehrzahl der Tiere erreichten Entwicklungs- 
stadien. Die einzelnen Stadien der Entwicklung bestimmten wir nach den Normal- 
tafeln von Nieuwkoop und Faber". 


Versuche mit dem Ehrlichschen Mause-Ascites-Carcinom 

WeiBe Mause des Agnes-Bluhm-Inzuchtstammes* fiitterten wir einmal taglich 
mit einer Standardkost, die von der Firma VEB Kiissnerwerk Berlin-WeiBensee als 
Nahrkonzentrat fiir Kleintiere in kleinen PreBkuchen geliefert wird. Das Trink- 
wasser wurde taglich erneuert. Zur Gewinnung der Asciteszellen wurden die Tumor- 
mause 8—10 Tage nach der i. p. Injektion von 0,5 m/ 1 : 1 mit physiolog. Kochsalz- 
lésung verdiinnter Ascitesfliissigkeit getétet. Die Haut auf der Bauchseite wurde 
durch einen Medianschnitt getrennt und zur Seite geklappt, ohne das Peritoneum 
zu verletzen. Mit einer Injektionskaniile konnte dann die Ascitesfliissigkeit gut ab- 
gesaugt werden. 

In der ersten Versuchsreihe wurde die frisch entnommene Ascitesfliissigkeit 
1: 1 mit physiolog. Kochsalzlésung verdiinnt, die zu untersuchenden Substanzen 
in den in Tab. 5 angegebenen Konzentrationen darin gelést, in einer Schiittel- 
apparatur 20 Stdn. bei 20° inkubiert und auf die Versuchstiere geimpft. 

In der zweiten Versuchsreihe untersuchten wir den EinfluB 10-4m Lésungen 
der Dehydrogenasekatalysatoren. Im ersten Teil dieser Versuche wurde die Ascites- 
fliissigkeit nicht mit physiolog. Kochsalzlésung, sondern mit den Katalysator- 
lésungen 1: 1 verdiinnt und nach 20stdg. Inkubationszeit in der Schiittelmaschine 
den Versuchstieren je 0,5 ml injiziert. Zum zweiten Teil zentrifugierten wir die 


* Fiir die freundliche Uberlassung einiger Zuchttiere und einiger Tumorstamm- 
Mause mit dem Ehrlich-Ascites-Carcinom sind wir Herrn Prof. Dr. A. Graffi vom 
Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie der Wissenschaften in 
Berlin-Buch zu Dank verpflichtet. 

144 P. D. Nieuwkoop u. J. Faber, Normal Table of Xenopus laevis (Daudin), 
North Holland Publ. Comp., Amsterdam 1956. 
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Ascitessuspension bei 1000 U./Min., verwarfen das Serum und schwemmten die 
Zellen mit der entsprechenden Menge Lésung — pro Tier 0,4 m/ — auf; inkubierten 
wieder 20 Stdn. in der Schiittelapparatur bei 20° und injizierten die Suspension. 
Im dritten und vierten Teil dieser Versuchsserie wurde genauso verfahren, nur 
wurden die Zellen einmal bzw. zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung ge- 
waschen, bevor die Lésungen zugesetzt wurden. Fiir alle Versuche wurden die 
Katalysatorlésungen mit Kochsalz isotonisch gemacht. 

In der dritten Versuchsreihe, der nachtraglichen Behandlung, impften wir die 
Versuchstiere mit normalem, 1 : 1 verdiinntem Ascites. Die Behandlung setzte stets 
einen Tag nach der Tumorimpfung ein. Zuerst wurde 5mal in Abstaéinden von 
2 Tagen jeder Maus 0,5 ml einer 1 - 10-4m Lésung injiziert. Weiterhin impften wir 
dann ebenfalls jeden 2. Tag eine 5 - 10-4m Losung der Dehydrogenasekatalysatoren 
in 10proz. Athanol und in dem letzten Teil dieser Serie taglich, insgesamt 9mal, 
eine 1 - 10-8m 10proz. athanolische Lésung. 

Die Versuchstiere wurden taglich gewogen. Als Kriterium der Wirkung 
werteten wir den Verlauf des Kérpergewichtes und die Uberlebenszeit. 


Ergebnisse 
a) Bakteriostatische Wirkung der Dehydrogenasemodelle 

Fiir die Untersuchung der bakteriostatischen Eigenschaften der 
Dehydrogenasekatalysatoren wihlten wir als Testorganismen zwei 
grampositive und zwei gramnegative Bakterienstimme. Tab. 1 zeigt die 
Wachstumshemmung nach 20stdg. Inkubation. Das Wachstum der vier 
Bakterienstimme lieB sich durch die Chinone I—IV nur in relativ hohen 
Konzentrationen hemmen. Die Isatincarbonsiure V war unwirksam. 
Die gréBte bakteriostatische Wirkung zeigt das schwerlésliche Dichi- 
non IT, das noch in 2 - 10-4m Konzentration wirksam ist und in 1 - 10-3m 
Losung den gréBten Hemmeffekt von allen fiinf Verbindungen zeigt. Am 
leichtesten léste sich das Kaliumsulfonat I, so daB es uns hier méglich 
war, den EinfluB einer 10-?m Lésung zu untersuchen, welche dann das 
Wachstum aller vier Bakterienarten vollstindig hemmte. 


Tab. 1. EinfluB verschiedener Dehydrogenasekatalysatoren auf das Wachstum von 
4 Bakterienarten. 20 Stdn.; 37°; Wachstum unter Normalbedingungen = 100. 
Mittelwerte von 3 Versuchen (Standardabweichung 7,5°%). 




















Staphylococcus| Bacterium Escherichia Bacterium 
aureus subtilis coli prodigiosum 

Me Wie Ale ite dake iste ie ite Meta iiae pote [tot 

Konz. (m) colololofelefloleolselotele 
= = — = = Le = = = —= _ -_ 
atletatatatatialatatialtealta 
Verb. I — | 53 | 28 | — | 62] 31 | — | 48 | 25 | — | 88 | 67 
Verb. II 30 | 0] — | 78 | 50 | — |} 75 | 44 | — | 60} 32} — 
Verb. IIT — | 65 | 24 | — | 80 | 66 | — |100 | 94 | — | 77 | 43 
Verb. IV — |102 | 46 | — | 71 | 31 | — | 95 | 44 |) — | 78} 22 
Verb. V — |101 | 61 | — | 96 | 92 | — | 98 {100 | — | 97 | 92 


























Die bakteriostatische Wirksamkeit der Chinone nimmt mit der Zeit- 
dauer des Versuches ab, da sich die Chinone mit den EiweiBstoffen des 
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Niahrbodens verbinden, wodurch ihre Wirkung zum Teil aufgehoben 
wird!>,. So konnten wir auch bei unseren Versuchen beobachten, dab die 
prozentuale Hemmung des Wachstums der Bakterien nach 4 Stdn. be- 
deutend gréBer ist als nach 20 Stdn. Das Dichinon II zeigt in 1 - 10-8, 
Konzentration nach 4stdg. Inkubation bei allen vier Bakterienstimmen 
noch eine 100proz. Wachstumshemmung. 

Die einzelnen Bakterienarten werden durch die Dehydrogenasc- 
modelle verschieden stark beeinfluBt, aber einen Unterschied in der Wir- 
kung auf grampositive und gramnegative Bakterien, wie ihn Geiger'® 
bei der bakteriostatischen Aktivitit der Chinone feststellte, konnten wir 
der nicht beobachten. 


b) Fungistatische Wirkung der Dehydrogenasemodelle 

Die gleichen fiinf Dehydrogenasekatalysatoren wurden auch auf ihre 
Wirkung gegeniiber dem Wachstum von drei niederen Pilzen, einem 
Alternaria-, einem Aspergillus- und einem Fusarium-Stamm getestet. 
Die in Tab. 2 wiedergegebenen Ergebnisse sind im allgemeinen denen der 
Bakterienversuche ahnlich. Als aktivste Verbindung erwies sich auch 
hier das Dichinon IT mit einer Hemmung des Wachstums von 72 bis 95°, 
in 1 - 10-3m Konzentration. Die geringste Wirkung entfaltet wieder dic 
Isatincarbonsiure V, allerdings zeigt sie in 2 - 10-$m Konzentration auch 
eine Beeinflussung des Wachstums aller drei Pilzstimme. Die Wirkung 
der Substanzen auf die einzelnen Arten ist unterschiedlich. 


Tab. 2. Einflu8 verschiedener Dehydrogenasekatalysatoren auf das Wachstum von 
Pilzstammen. 8 Tage; 33°; Wachstum unter Normalbedingungen = 100. Mittel- 
werte von 3 Versuchen (Standardabweichung 8,8°,). 








Alternaria Aspergillus Fusarium 
Konz. (m) |2- 10-4|1 - 10-8|2- 10-3/2- 10 ‘MI -10 ‘|e. 10-3)2 - 10-4|1 . 10-32. 10-3 
I —_— 39 15 = 93 78 -— 39 | 17 
II 66 Cl = 1 oe ie ~ | set a | 
Hil — 69 19 — 95 26 — 50 | 16 
IV ~ ie ia} — | oo | - ~« - eet a 
Vv — 95 58 — | 106 53 — 99 | 56 


























c) EinfluB der Dehydrogenasemodelle auf das Wachstum und 
das Regenerationsvermégen von Ambystoma und auf die Ei- 
entwicklung von Xenopus 

Neben den Antimitosetesten an der Entwicklung bestimmter Kier 
wird auch hiiufig die Regenerationsleistung verschiedener Tiere zu diesen 
Untersuchungen herangezogen. Im Regenerationsgewebe geht ein sehr 

15 OQ. Hoffmann-Ostenhof u. H. Fellner-Feldegg, Mh. Chem. S80), 720 


[1949]; A. E. Oxford, Biochem. J. 36, 438 [1942]. 
16 W. B. Geiger, Arch. Biochem. Biophysics 11, 23 [1946]. 
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intensives Wachstum vor sich und durch die zahlreich auftretenden Mi- 
tosen ist es ein sehr giinstiges Testobjekt. Fiir unsere Untersuchungen 
iiber die biologische Wirkung der Dehydrogenasemodelle wahlten wir fiir 
die Priifung der Antimitosewirkung die Regeneration einer Kerbe im 
Schwanzsaum des Axolotls. Die Methode wird in Arbeiten von Wil- 
helmi und Steinmann?’ beschrieben. Als MaB der von einem Tier 
erreichten Regenerationsleistung kann die Zeit angesehen werden, die 
vom Moment der Operation bis zur Wiederherstellung der geraden Saum- 
kontur verstreicht. Unter den gleichen Versuchsbedingungen (Wasser- 
temperatur, Ernihrungszustand und Alter der Tiere) ist diese Zeit 
ziemlich konstant und sie betrug unter unseren Bedingungen 15-+1 Tage. 
Die Dauer der Regeneration unter dem Einflu8 der Dehydrogenase- 
katalysatoren gibt Tab. 3 an. 


Tab. 3. Einflu8 verschiedener Dehydrogenasekatalysatoren auf die Regeneration 

einer Kerbe im Schwanzsaum von Ambystoma. Wassertemp. 22°; Zeitangabe in 

Tagen; Zuwachszeit unter Normalbedingungen 15 Tage. Mittelwerte von 8 Tieren 
(2 Versuche) (Standardabweichung 7,7%). 











Konz. (m) 1 -0-* 5 10-* 1-10-* 5: 10-+ 1-10-3 
I — — — 24 28 
II — — 18 22 — 
Il — — — 16 21 
IV 15 17 — — = 
Vv _ ee 16 15 














Als Konzentrationen wihlten wir im allgemeinen 1] -10-* und 
5+ 10-4m; beim Dichinon IT 5 - 10-4 und 1 - 10-4m, da es dariiber hinaus 
nicht léslich war. Das Hydroxynaphthochinon IV erwies sich in Kon- 
zentrationen iiber 5 + 10->m als toxisch, alle Versuchstiere starben nach 
wenigen Tagen. So konnten hier nur 5: 10-5 und 1-10-m Lésungen 
untersucht werden. Bei diesen niedrigen Konzentrationen war dann 
allerdings keine Wirkung mehr zu beobachten. Das Kaliumsulfonat I 
zogerte das Wachstum der Kerbe am lingsten hinaus. Fast genau so 
wirksam war das Dichinon II. Die Dicarbonsiure III zeigte nur in der 
hohen Konzentration von 1 - 10-3m eine Wirkung, wihrend die Isatin- 
carbonsiiure V vollstindig unwirksam war. 


In einer weiteren Versuchsreihe untersuchten wir das Wachstum 
junger Axolotl unter dem Einflu8 der fiinf Substanzen. Der Verlauf des 
Kérpergewichts der Tiere in den einzelnen Versuchsbecken ist in Tab. 4 
wiedergegeben. Durch einen Teil der Substanzen wird das Wachstum der 
Tiere gehemmt. Das Kaliumsulfonat I beeinfluBte die Tiere in 10-*m 


“a7 G. Wilhelmi u. P. Steinmann, Roux’ Arch. Entwicklungsmechan. 144, 
265 [1950]; P. Steinmann u. G. Wilhelmi, ebenda 144, 329 [1950]. 
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Konzentration am meisten, sie nahmen nur noch wenig Futter zu sich. 
magerten ab und starben nach 50—60 Tagen. Das Dichinon II, das nur 
bis zu 5+ 10-4m léslich war, zeigte auch noch eine groBe Wirkung. Das 
Wachstum wurde gehemmt und die Axolotl in diesen Versuchsbecken 
starben nach 80—100 Tagen. Schwach wirksam war die Dicarbonsiure ITi 
in 1 - 10-8’m Konzentration. Wie schon bei den Regenerationsversuchen 
erwihnt wurde, wirkte das Hydroxynaphthochinon IV in 10-4m Kon- 
zentration toxisch. Die 5-10-5m Lésung zeigte dann keine Wirkung 
mehr. Die Isatincarbonsiiure V beeinfluBte die Axolotl selbst in einer 
Konzentration von 10-*m nicht. Die Wirkung auf das Wachstum gleicht 
der Wirkung der Regenerationshemmung. Die Substanzen nehmen hier 
in den gleichen Konzentrationen die gleiche Reihenfolge ein.Die von uns 
untersuchten wirksamen Substanzen hemmen also nicht nur spezifisch 
die Regeneration der Kerbe im Schwanzsaum bei Ambystoma, sondern 
ihre Wirkung erstreckt sich auf den ganzen Organismus, und es kommt 
zu einer generellen Wachstumshemmung, mit der ein vermindertes Re- 
generationsvermégen parallel geht. 


Tab. 4. EinfluB verschiedener Dehydrogenasekatalysatoren auf das Wachstum 

junger Axolotl. Alter der Tiere bei Versuchsbeginn: 3 Monate, Wassertemperatur 

22°; MeBwerte: K6rpergewicht in g. Mittelwerte von 10 Tieren (2 Versuche) 
(Standardabweichung 8,0°,). 














Substanz Konz. ? | ” | ” | ” | 05 | 140 
(m) Tage 

I 1- 10-3 2,3 2,0 1,9 1,8 — 

II 5- 10-4 2,2 2,3 3,5 4,6 4.6 — 
Ii 1- 10-3 2,5 2,7 4,3 5,4 8,2 | 11,6 
IV 5- 10-5 23 3,4 3,7 5,3 | 10,8 | 14,6 

V 1- 10-3 2,4 3,0 4,3 5,9 | 11,1 14,5 
Kontrolle -- 2,6 3,0 4,8 6,5 | 12,6 16,8 

















Als weiteren Versuch zur Bestimmung der Antimitosewirkung 
untersuchten wir den EinfluB der Dehydrogenasemodelle auf die Ent- 
wicklung der Eier des siidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis 
(Daudin). Das Ergebnis dieser Versuchsreihe war negativ, keine der 
fiinf Substanzen hemmte die Entwicklung des Xenopus-Eies. Alle Eier 
entwickelten sich im gleichen Zeitraum und auch die einzelnen Stadien der 
Entwicklung waren in allen Versuchen zur gleichen Zeit zu beobachten. 


d) Wirkung der Dehydrogenasemodelle auf die Zellen des 
Ehrlich-Ascites-Carcinoms der weiBen Maus 

Im AnschluB an diese Untersuchungen iiber die Antimitosewirkung 

der Dehydrogenasekatalysatoren bei Amphibien untersuchten wir auch 

die Wirkung der Substanzen auf die Krebszellen, welche sich bekanntlich 
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durch eine starke Teilungstendenz auszeichnen. In drei verschiedenen 
Versuchsreihen wurde die Wirkung der fiinf Verbindungen auf die Krebs- 
zellen gepriift. Zuerst wurden die Substanzen direkt in der zur Injektion 
verdiinnten Ascitesfliissigkeit gelést. Nach 20stdg. Inkubationszeit 
unter dauerndem Schiitteln impften wir dann diese Liésungen auf die 
Versuchstiere. Als Kriterium der Wirkung werteten wir den Verlauf des 
Kérpergewichtes und die Uberlebenszeit. Zu jeder Versuchsreihe lief 
ein Kontrollversuch parallel. In Tab. 5 sind die Ergebnisse wiederge- 
geben. Alle fiinf untersuchten Katalysatoren kénnen die Asciteszellen 
schiidigen, wenn die Konzentration hoch genug gewihlt wird. Bei der 
Isatincarbonsiure V sind dazu 2,5 mg und bei der Dicarbonsiure IIT 
1.3 mg auf 0,5 m/ 1: 1 verdiinnter Ascitesfliissigkeit notwendig. Bei den 
anderen drei Chinonen 1liBt sich der Effekt mit 0,63 mg erreichen. 
Setzten wir die Dosis auf 0,13 bis 0,15 mg herab, so zeigten die Isatin- 
carbonsaure V und die Dicarbonsiure III keine, das Kaliumsulfonat I 
nur eine sehr schwache und das Hydroxynaphthochinon IV und das 
Dichinon IT noch eine gute Wirkung. 


Tab. 5. EinfluB verschiedener Dehydrogenasekatalysatoren uuf die Zellen des 
Ehrlichschen Ascitescarcinoms der weiBen Maus. Inkubation: 20 Stdn. bei 20° 
unter Schiitteln; Dosis: mg pro Tier in 0,5 mi verdiinntem Ascites gelést; Gewichts- 
zunahme: Nach 10 Tagen in °%, vom Ausgangsgewicht; Mittelwerte von 2—3 Ver- 
suchen mit je 6 Tieren (Standardabweichung der Uberlebenszeit 6,1°,). 








ualstiniee Dosis Gewichts- ! Uberlebens- 
(mg) zunahme(%,)| zeit (Tage) 
I 0,63 1 37 
0,13 fi 21 
II 0,63 7 > 100 
0,15 3 52 
II 1,30 0 36 
0,13 19 Ly 
IV 0,63 0 > 100 
0,15 2 72 
V 2,50 0 > 100 
0,14 26 16 
Kontrolle --- 31 16 











Die Dosis sollte nun noch weiter herabgesetzt werden und so gaben 
wir in weiteren Versuchen zu der Ascitessuspension 10-4m Lésungen der 
Dehydrogenasekatalysatoren. Die Ergebnisse sind in der Tab. 6 auf- 
gefiihrt. Zuerst wurde die frisch entnommene Ascitesfliissigkeit 1 : 1 mit 
den Lésungen verdiinnt. Pro Tier entspricht dies 0,25 m/ 10-4m Lésung 
auf 0.25 ml Ascites. Die Dosis war so entsprechend niedrig und lag je 
nach dem Molekulargewicht der Verbindung zwischen 4 und 10 y pro 
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Tier in 0,5 mi verdiinnter Ascitesfliissigkeit. Die Zellsuspension wurde 
20 Stdn. bei Zimmertemperatur geschiittelt und dann den Mausen intra- 
peritoneal injiziert. Alle Substanzen waren bei diesem Versuch ohne Wir- 
kung. Bei der Beschreibung der Bakterienversuche erwihnten wir, dal 
die Wirkung der Chinone in eiweibhaltigen Medien stark abgeschwiicht 
wird!*, Wir priiften nun, ob dieser Effekt auch bei der Wirkung auf die 
Asciteszellen eine Rolle spielt. Die frisch entnommene Ascitessuspension 
wurde zentrifugiert, das eiweiBhaltige Serum verworfen und die Zellen 
in den verschiedenen Versuchsreihen entweder gar nicht, einmal oder 


Tab. 6. EinfluB 10-4m Lésungen einiger Dehydrogenasekatalysatoren auf normale 
und gewaschene Asciteszellen. Dosis: y auf 0,5 mi Zellsuspension pro Tier. Alles 
weitere wie in Tabelle 5. 








nn Vorbehandlung Dosis ( xewichts- Uberlebens. 
der Zellen (y) zunahme(°%)| zeit (Tage) 
I keine 7 26 16 
Serum abzentrif. ll 29 15 
. 1X gewaschen 11 0 10 
2x gewaschen 11 0 32 
II keine 8 32 16 
Serum abzentrif. 13 10 16 
1x gewaschen 13 14 14 
2x gewaschen 13 0 > 100 
Ill keine 10 28 14 
Serum abzentrif. 16 11 10 
1x gewaschen 16 30 16 
2x gewaschen 16 5 15 
IV keine 4 26 15 
Serum abzentrif. 7 28 16 
1x gewaschen | 23 21 
2x gewaschen 7 0 62 
Vv keine 5 32 i4 
Serum abzentrif. 8 27 15 
1x gewaschen 8 22 16 
2x gewaschen 8 18 15 
Kontrolle keine 31 15 
Serum abzentrif. 26 14 
1 gewaschen 22 16 
2 gewaschen 
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zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und mit den 
isotonischen Katalysatorlésungen entsprechend der Zellzahl verdiinnt. 
Pro Tier kamen dann auf 0,1 ml Zellen 0,4 m/ 10-4m Lésung, das ent- 
spricht je nach Substanz 7—16 y. In dieser niedrigen Konzentration 
konnte nur mit dem Dichinon II, dem Hydroxynaphthochinon IV und 
dem Kaliumsulfonat I in den Versuchen eine Wirkung erzielt werden, in 
denen die Asciteszellen zweimal gewaschen worden waren und folglich 
kaum noch eiweiBhaltiges Serum vorhanden war. Die Gewichtszunahme 
zeigt bei den drei wirksamen Verbindungen keine Unterschiede, nach 
10 Tagen ist noch kein Ansteigen des Kérpergewichts zu beobachten. 
Die Uberlebenszeiten lassen aber deutliche Unterschiede erkennen. Bei 
der Behandlung der zweimal gewaschenen Zellen mit der Dichinon- 
lisung II wird deren Transplantabilitat vollstiindig aufgehoben. Diese 
Versuche bestitigen die Befunde!® von Oxford sowie von Hoffmann- 
Ostenhof und Fellner-Feldegg. 

Die in einer dritten Serie unternommenen Versuche, das Wachstum 
des Ehrlich-Ascites-Carcinoms durch nachtrigliche intraperitoneale In- 
jektionen von Lésungen unserer Verbindungen zu hemmen, blieben er- 
folglos. 


Diskussion 


Die von uns untersuchten Chinone, welche als gute Dehydrogenase- 
katalysatoren ausgesucht worden waren, zeigten zum Teil deutliche bio- 
logische Effekte. Sie hemmten das Bakterien- und das Pilzwachstum. 
Die Regeneration der bei Ambystoma am Schwanzsaum angebrachten 
Kerbe wurde verzégert. Die Axolotl bleiben unter dem EinfluB einiger 
dieser Substanzen im Wachstum zuriick. Ferner war eine Schidigung der 
Zellen des Ehrlichschen Mause-Ascitescarcinoms zu beobachten, wo- 
durch deren Transplantabilitat zum Teil aufgehoben wurde. 


Eine Gegeniiberstellung der biologischen Wirksamkeit zur kata- 
lytischen Aktivitat zeigt Tab.7. Die fiinf Substanzen sind nach ihrer 
Dehydrogenaseaktivitit geordnet. Die katalytischen Eigenschaften der 
von uns untersuchten Dehydrogenasemodelle sind 1. c.24-® ausfiihrlich 
beschrieben. Die Substanz mit der héchsten Aktivitit bei der Dehydrie- 
rung von Alanin ist das Dichinon IT. Fast in der gleichen Hohe liegt der 
Wert der Isatincarbonsiure V. An dritter Stelle in der Reihenfolge 
kommt das Kaliumsulfonat I, gefolgt vom Hydroxynaphthochinon IV. 
Kine sehr geringe Dehydrogenasewirkung bei der Verwendung von 
Alanin als Substrat hat die Dicarbonsiure III, gegeniiber Phenylalanin 
zeigt diese Verbindung aber eine gréBere Aktivitit®. In der biologischen 
Wirksamkeit steht ebenfalls das Dichinon II an erster Stelle. Eine Aus- 
nahme bildet lediglich der Axolotltest, hier hemmt das Kaliumsulfonat I 
die Regeneration am meisten, der Unterschied zum Dichinon ist aber nur 
sehr gering. Die anderen drei Chinone zeigen keine einheitliche Reihen- 
folge. In allen Versuchen war die Isatincarbonsiure V fast unwirksam. 
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Tab. 7. Vergleich der biologischen Wirksamkeit der Dehydrogenasekatalysatoren 
mit der katalytischen Aktivitat. 


Dehydrogenaseaktivitat: mm*O, nach 4 Stdn. unter StandardmeBbedin- 

gungen®*, Bakteriostatische und fungistatische Aktivitat: Wachstums. 

hemmung in %; 1 - 10-8m Konzentration; Axolotltest: Regenerationshemmung 

in %; 5-10-4m; Ascitesversuche: Schadigung der Asciteszellen in °%*; 10-'m 
Lésung auf 2mal gewaschene Zellen. 








g Bakteriostatische Fungistatische Antimitose- 

N PS Aktivitat Aktivitat wirkung 
3s pis 

z es < = is : 3 z 
| Be] & =| 8 . ia & 1s |e] 3 
e | oy : 1 a i. = ms | Se] & 
a cj a m9 <a] xs 1 Ry a = 
II 975 | 100 50 56 68 95 72 85 33 100 
\ 950 4 2 3 5 0 1 5 0 
I 252 47 38 52 12 61 7 61 39 20 
IV 214 0 29 5 22 22 15 9 — 55 
III 65 35 20 0 23 31 5 50 3 0 
































* Errechnet aus den Uberlebenszeiten unter der Annahme, daB 15 Tage keine und 100 Taze 
cine 100proz. Schidigung bedeuten. 


Die Reihenfolge der katalytischen Wirksamkeit stimmt nicht mit 
der Reihenfolge der biologischen Wirkungen iiberein. Zwischen der bio- 
logischen Wirksamkeit und der katalytischen Aktivitét der von uns 
untersuchten Dehydrogenasemodelle besteht also keine allgemein 
giiltige Beziehung. Als wirksam lassen sich nur die Chinone bezeichnen, 
denn trotz der hohen Dehydrogenaseaktivitit zeigt die 7-Methyl-isatin- 
carbonsiure-(4) keine Wirkung. Dies mag an dem unterschiedlichen Re- 
doxpotential liegen}8. 


Zusammenfassung 


Es wurde untersucht, ob einigen Dehydrogenasemodellen, die eine 
o-chinoide Struktur besitzen, biologische Wirkungen zukommen und 
inwieweit diese mit der katalytischen Aktivitit in Beziehung stehen. 
Von den untersuchten vier Chinonderivaten und einem Isatinderivat 
zeigten die Chinone eine Hemmung des Wachstums der Bakterien und 
Pilze, eine Verminderung der Regenerationsleistung bei Ambystoma und 
eine Schidigung von Ascitestumorzellen in vitro. Am wirksamsten war 
stets das 2-Hydroxy-binaphthyl-(3.3’)-dichinon-(1.4.1’.2’). Eine all- 
gemein giiltige Beziehung zwischen der biologischen Wirksamkeit und 
der katalytischen Aktivitat lieB sich nicht feststellen. 


18 H.Cassebaum, Z. Elektrochem., Ber. Bunsenges. physik. Chem. 62, 
426 [1958]. 
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Summary 


The biological activity of some model dehydrogenases with an o0- 
quinoid structure, and the relationship of this to catalytic activity have 
been studied. Of four investigated quinone derivatives and an isatin 
derivative, the quinones caused an inhibition of bacterial and mould 
growth, a decrease in the capacity for regeneration in Ambystoma and 
damage of ascites tumour cells in vitro. The most active was always 
2-hydroxy-3,3’-binaphthyl-1,4;1’,2’-diquinone. A generally valid corre- 
lation between biological and catalytic activities could not be established. 


Prof. Dr. W. Langenbeck, Institut fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, 
Buchhbinderstr. 5/6. 











Spektrophotometrische Bestimmung des Kallikreins 
und seiner Inaktivatoren * 
Von 


I. Trautschold und E. Werle 
Aus dem Klinisch-Chemischen Institut an der Chirurgischen Klinik der Universitit Miinchen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. E. Werle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Februar 1961) 
Herrn Professor Dr. Richard Kuhn zum 60. Geburtstag gewidmet 


Eine quantitative Bestimmung des Kallikreins war bisher nur durch 
den Vergleich seiner blutdrucksenkenden Wirkung am Ganztier an Hand 
eines Standard-Priparates méglich! *, wobei sich als Versuchstier der 
Hund am geeignetsten erwies. Es bedarf keiner Begriindung, daB eine 
vom Tierexperiment unabhingige Bestimmungsmethode erwiinscht 
wire, jedoch waren bisher keine chemischen Eigenschaften des Kalli- 
kreins bekannt, dié als Grundlage hierfiir haitten dienen kénnen. 

Es wird immer wahrscheinlicher, da die blutdrucksenkende Wir- 
kung des Kallikreins darauf beruht, daB Kallikrein aus einem «,-Globulin, 
dem Kallidinogen, fermentativ das eigentlich blutdrucksenkende und 
darmaktive Prinzip, das niedrigmolekulare Polypeptid Kallidin, frei- 
legt. Auf Grund dieser Spaltungsreaktion® wurde von Horton‘ eine bio- 
logische Aktivititsbestimmung des Harnkallikreins angegeben, die auf 
der Messung des bei Inkubation mit Serum gebildeten Kallidins am iso- 
lierten Meerschweinchendarm beruht. Diese Methode ist zwar sehr emp- 
findlich und wurde von uns® im Prinzip schon friiher angegeben, hat 
jedoch alle Nachteile einer Testmethode an einem isolierten Organ. 

Nachdem die esterolytische Wirkung von Kallikrein aufgefunden 
war®-§, untersuchten wir die Spaltung verschiedener synthetischer Ester 


* Verwendete Abkiirzungen: TAME = p-Toluolsulfonyl-arginin-methylester ; 
BAEE = Benzoyl-t-arginin-athylester; ADH = Alkohol-Dehydrogenase; KE = 
Kallikrein-Einheit ; KIE = Kallikrein-Inaktivator-Einheit (Definitionens. 8. 51,55). 

1 KE. K. Frey, H. Kraut u. E. Werle, Kallikrein-Padutin, F. Enke-Verlag, 
Stuttgart 1950. 

2 H. Kraut, E. K. Frey, E. Werle u. F. Schultz, diese Z. 280, 259 [1934]. 

3 E. Werle, Biochem. Z. 289, 217 [1937]. 

4 E. W. Horton, J. Physiology 148, 267 [1959]. 

5 EK. Werle, Biochem. Z. 289, 217 [1937]. 

6 E. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
236, 492 [1959]. 

?7 Ch. Contzen, P. Holtz u. H. W. Raudonat, Naturwissenschaften 46, 
402 [1959]. 

8 E. Werleu. B. Kaufmann-Boetsch, Naturwissenschaften 46, 559 [1959]; 
diese Z. 319, 52 [1960]. 
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durch Kallikrein und fanden eine esterolytische Aktivitit nur gegen 
Benzoyl-L-arginin-iithyl- und -methyl-ester und gegen p-Toluolsulfonyl- 
arginin-methylester (TAME). Andere Ester wie Benzoylalaninester, ein- 
fache Aminosiureester des Leucins, Tyrosins und Tryptophans und Ace- 
tvltyrosin-iithylester werden nicht angegriffen. Aus der Spaltung des 
Benzoyl-L-arginin-iithylesters (BAEE) in Benzoylarginin und Athanol 
durch Kallikrein ergeben sich folgende 5 Moglichkeiten einer Aktivitiits- 
bestimmung des Kallikreins: I. Messung der Extinktionszunahme bei 
253 my, die auf der Bildung von Benzoylarginin beruht (direkte Methode). 
II. Bestimmung des freigesetzten Athanols mit Alkohol-Dehydrogenase. 
I11. Titration der freigesetzten Carboxylgruppe. IV. Bestimmung der 
freigesetzten Carboxylgruppe in der Warburg-Apparatur mit Hydrogen- 
carbonat-CO,-Puffer. V. Kolorimetrische Bestimmung der nach gemes- 
senen Versuchszeiten noch vorhandenen Estermenge nach Hestrin®. 


Methodik und Ergebnisse 
A. Bestimmung der Kallikreinaktivitat 

I. Direkte Methode 

Auf Grund der unterschiedlichen molaren Absorptionskoeffizienten 
von BAEE und Benzoylarginin kann man die Kinetik der BAEE-Spal- 
tung durch Kallikrein an Hand der Extinktionszunahme bei 253 mu 
am Photometer verfolgen. Die Reaktion ist pH-abhiangig und hat ein 
breites Maximum bei pH 8,58. Um die Spontanzersetzung von BAEE- 
Lésungen, die bei pH 8,5 bereits erheblich ist, herabzusetzen, haben wir 
alle Messungen bei pH 8,0 durchgefiihrt. Als Esterkonzentration ist bei 
einer Reaktionstemperatur von 25° eine 0,5 x 10-3m Lésung optimal. 
Bei pH 8,0 und 25° haben wir den molaren Absorptionskoeffizienten fiir 
BAEE und Benzoylarginin zu 2,3 10° bzw. 3,45 x10® cm?/Mol be- 
stimmt und die Kinetik der BAEE-Spaltung durch Kallikrein gemessen 
(Abb. 1). Die Temperaturabhingigkeit der Spaltungsreaktion ist fiir die 
verschiedenen Kallikreine ungefihr gleich und laéBt sich nach der ermit- 
telten Gleichung bei bekannter Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Tem- 
peratur auf jede andere Reaktionstemperatur zwischen 10 und 40° um- 
rechnen: 

k, 0,219. E- (T,—T,) 
log > TT, ; 


1 





wobei die Aktivierungsenergie # = 11700 cal/Mol betrigt. 7’ ist die ab- 
solute Temperatur ; k, bzw. k, ist die Reaktionsgeschwindigkeits-K onstante 
bei der jeweiligen Temperatur. Bei der Priifung verschiedener Kallikrein- 
praparate ergab sich, daB BAEE durch gleich stark blutdrucksenkende 
Mengen von Kallikrein unter sonst gleichen Bedingungen verschieden 
rasch gespalten wird, je nach dem Organ und der Spezies, aus der das 
Kallikrein gewonnen worden war (Abb. 2). 


® §. Hestrin, J. biol. Chemistry 180, 249 [1949]. 
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Abb. 1. Kinetik der Benzoylarginin-athylester-Spaltung durch Kallikrein. An den 
Kurven sind die eingesetzten Kallikreinmengen in Kallikrein-Einheiten (KE) an- 
gegeben. ; 
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Abb. 2. BAEE-Spaltung durch gleich stark blutdruckwirksame Kallikreinmengen 
verschiedener Herkunft (S.=Schwein; M.= Mensch). 


Es war daher notwendig, wie bisher im biologischen Test, gegen ein 
Standard-Praparat als Vergleichssubstanz zu messen. Dafiir eignet sich 
am besten das Kallikrein aus Schweinepankreas*. Fiir unsere Unter- 
suchungen haben wir die Kallikreine aus Schweineorganen und aus 
Menschenharn herangezogen. Die Michaelis-Konstanten bei 25° und 
pH 8 liegen fiir Schweinepankreas-Kallikrein bei 2,7 x 10~4, fiir Schweine- 
submaxillaris-Kallikrein bei 6,0 «10-4, fiir Schweineharn-Kallikrein bei 
4.4 «10-4 und fiir Menschenharn-Kallikrein bei 5,7 x 10-4 Mol//. Wesent- 


* Standard-Padutin der Fa. Bayer, Leverkusen. 
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lich fiir die Bestimmung ist es, die Kallikreinlésungen so zu verdiinnen, 
daB eine maximale Extinktionsiinderung von 0,15 innerhalb von 15 Min. 
bei 25° nicht iiberschritten wird, da nur in diesem Konzentrationsbereich 
eine strenge Proportionalitit zwischen Extinktionszunahme und Kal- 
likreinmenge besteht. Die unteren Konzentrationsgrenzen der einge- 
setzten Kallikreinlésungen betragen: fiir Pankreas- 0,1 KE/ml, fiir Sub- 
maxillaris- 0,2 KE/ml, fiir Harn- 0,4 KE/m/ und fiir Serum-Kallikrein 
0,05 KE/ml. Die Lésungen miissen optisch klar sein und diirfen bei der 
zum Test verwendeten Konzentration bei 253 my keine starke Eigen- 
absorption aufweisen. 

Durchfiihrung: 0,5 ml BAEE-Lésungen (3,0 x 103m) werden in die MeB- 
kiivette pipettiert und mit so viel Triathanolamin-Puffer (0,067m, pH 8,0) versetzt, 
da8 das Endvolumen in der Kiivette 3,0 ml betragt (Schichtdicke d = 1 cm). 
Dann werden die Kiivetten 5 Min. auf 25° angewarmt, in die ebenfalls auf 25° 
temperierte MeBzelle des Photometers eingebracht und die Reaktion mit Kallikrein- 
lésung gestartet. Etwa 1 Min. nach der Kallikreinzugabe beginnt man bei 253 my 
gegen eine Vergleichskiivette mit BAEE und Puffer zu messen (0 Min.); abgelesene 
Extinktion; £,. Genau nach 15 Min. wird erneut die Extinktion gegen die Vergleichs- 
kiivette bestimmt: #,. Die BAEE-Spaltung durch die zugesetzte Kallikreinmenge 
betragt dann: 4H = FE, — E,. Nach diesem Verfahren wird die Eigenabsorption 
der Kallikreinlésung und die Absorptionsveraénderung auf Grund der Spontan- 
zersetzung des BAEE eliminiert. 


Zur Auswertung werden die Ergebnisse auf die BAEE-Spaltung 
durch Standard-Pankreaskallikrein bezogen. Die bisherige!? Kallikrein- 
Einheit (KE) wird beibehalten. Sie ist als diejenige Kallikreinmenge 
definiert, die bei i. v. Injektion an der Carotisdruckkurve eines. Hundes 
die gleiche Wirkung hervorruft wie 5 m/ Menschenharn, die einer Sammel- 
probe von 507 entnommen und 24 Stdn. gegen flieBendes Wasser dialy- 
siert worden waren. Da die Kallikreine aus den verschiedenen Organen 
BAEE verschieden rasch spalten, ergibt sich fiir die einzelnen Kallikreine 
pro Kallikrein-Einheit gegeniiber dem Standard-Kallikrein ein Faktor, 
der fiir ein und dasselbe Kallikrein weitgehend konstant bleibt. Die 
Faktoren fiir die bisher gemessenen Kallikreine zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Umrechnungsfaktoren mit Standard-Kallikrein. 











Kallikrein aus Direkte Methode 
Schweine-Pankreas 1,0 
Schweine-Submax. 1,25 
Schweine-Harn . . 3 
Schweine-Serum . 0.8 
Menschen-Harn. . 8,8 


Fiir ein Kallikrein anderer Herkunft ist eine einmalige gleichzeitige 
Aktivititsbestimmung am Blutdruck des Hundes und die photometrische 
Bestimmung notwendig. 


4* 
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Bestimmung von Kallikrein in Menschenharn 
Ein aliquoter Teil (V,~50 ml) der 24-Stdn.-Urinmenge wird auf pH 6,0 ein- 
gestellt und mit dem 2fachen Vol. Aceton versetzt. Nach 5 Min. wird die Fallung 
abzentrifugiert und der Riickstand nach Verdunsten des Acetons in Wasser (etwa 
10 ml) aufgenommen, vom Unléslichen wird abzentrifugiert und der Uberstand 
20—24 Stdn. gegen flieBendes Wasser dialysiert. Das Volumen nach der Dialyse 
wird gemessen (V) und etwa 1 m/ davon zum Kallikreintest eingesetzt. 


Zur Berechnung der Kallikreinaktivitat dienen folgende Formeln: 


Ey: V,-F Ey -V,-F-V. 
e. a = KE/ml MeBlésung oder mt oa E b. = KE/ml Urin. 
Est+ V2 Egy-Vo-V4 

Em = Extinktionsinderung mit der MeBlésung 

ye == Extinktionsanderung mit der Standard-Kallikreinlésung 


zum Test eingesetzte Menge Standard-Kallikrein in KE 


Vv, . = zum Test eingesetztes Vol. der MeBlésung in m/l 

V, = Vol. der Urinprobe nach Dialyse in m/ 

V. = Vol. der zur Acetonfallung eingesetzten Rohurinmengen in m/ 
F = Faktor fiir das betreffende Kallikrein 


Reinheitsgrad des Kallikreins und Aktivititsbestimmung 

Inwieweit die Geschwindigkeit der BAEE-Spaltung durch den 
Reinheitsgrad der verwendeten Kallikreinpriiparate beeinfluBt wird. 
haben wir im Laufe des Reinigungsvorganges verfolgt. Es zeigte sich, 
da8 Kallikreinpraparate mit 5—10y Protein/KE und reiner die gleichen 
Faktoren ergaben wie Praparate von 100—200 y Protein/KE. 


Tab. 2. Abhangigkeit der BAEE-Spaltung vom Reinheitsgrad des Kallikreins. 


































Kallikrein aus pg/KE Faktor 
Schweine-Pankreas. . 6—126 0,93—1,0 
Schweine-Submax. . 1,22—1,52 
Schweine-Harn .. . 7—76 2,2 —2,3 
Schweine-Serum . . . 70—90 0. 78—0,82 
Menschen-Harn . . . 20—200 8,0 —8,8 


wg .. Trypsin‘‘/KE ausgedriickt und in Tab. 3 angegeben. 
vs e eS 


10M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 561 [1937]. 


Aus Tab. 2 ist ersichtlich, daB die Fremdenzyme, die in den un- 
reinen Priparaten vorhanden sind, die BAEE-Spaltung nicht beein- 
flussen, denn die BAEE-spaltende Wirkung ein und desselben Kallikreins 
von verschiedenen Reinheitsgraden bleibt praktisch konstant. An Fremd- 
enzymen wiirden tryptische Enzyme und Esterasen die Bestimmung 
stéren, da sie wie Kallikrein BAEE spalten kénnen. Besonders ist bei 
Pankreas- und Harnkallikrein eine Verunreinigung durch Trypsin még- 
lich, die bei der Anreicherung des Kallikreins verstirkt werden kénnte. 
Es ergab sich bei der Priifung der Kallikrein-Priparate im Test auf ei- 
weiBspaltende Enzyme nach Anson?®, da sie eine betrichtliche proteo- 
lytische Aktivitit besitzen. Wir haben diese proteolytische Aktivitat in 
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Tab. 3. Proteolytische Aktivitét der Kallikreine. 








See ug Protein i ,,Trypsin‘‘ ° Spaltungs- 
Kallikrein ous aes KE Se KE j anteil* ; 
Schweine-Pankreas . . . 126 10,5 203 
12,8 0,3 4,5 
4 0,05 0,8 
Schweine-Submax. 5 0,015 0,2 
Menschen-Harn . 80 0,35 58 
20 0,08 13 














* Zu erwartende Spaltung, falls es sich bei der gemessenen Fremdaktivitit tatsichlich um 
Trypsin handeln wiirde. 

Die proteolytische Aktivitit der Kallikreinpraparate nimmt mit zu- 
nehmendem Reinheitsgrad rasch ab, wiihrend die BAEE-spaltende 
Wirkung der Kallikreine mit zunehmendem Reinheitsgrad konstant 
bleibt, wie Tab. 2 ausweist. Man kann daraus schlieBen, dab die proteo- 
lytischen Enzyme der unreinen Priparate BAEE nicht angreifen. Es 
handelt sich also nicht um eine tryptische oder chymotryptische Akti- 
vitiit. Wire die proteolytische Aktivitaét auf Trypsin zuriickzufiihren, so 
wire ein BAEE-Trypsin-Spaltwert zu erwarten, der z. B. das Doppelte 
vom tatsichlich gefundenen betragen miiBte. DaB es sich hier nicht um 
eine tryptische Aktivitaét handeln kann, geht weiter daraus hervor, daB 
die Trypsin-Inhibitoren Ovomucoid und Sojabohnen-Inhibitor die 
BAEE-Spaltung durch unsere Kallikreinpriparate nicht beeinflussen. 


If. Aktivititsbestimmung des Kallikreins nach der ADH- 

Methode 

Das bei der BAEE-Spaltung freigesetzte Athanol wird im enzyma- 
tisch-optischen Test mit Alkohol-Dehydrogenase und DPN® bestimmt. 
Wesentlich hierbei ist, da die ADH-Reaktion nicht geschwindigkeits- 
begrenzend sein darf. Diese Bedingung ist hier erfiillt, da eine Proportio- 
nalitiét der Reaktion in Abhaingigkeit der Kallikreinkonzentration ge- 
geben ist. Die optimalen MeBbedingungen sind mit Ausnahme des 
Puffer-pH (8,7) dieselben wie unter I. Auch soll die Extinktionsinderung 
innerhalb 15 Min. unter den angegebenen MeBbedingungen nicht mehr 
als 0,15 betragen. 

Durchfiihrung: Die 1-cm-Kiivette enthalt: 0,1 ml DPN®* (15 mg/ml), 
0,5 ml 0,003m BAEE-Lésung und so viel Puffer, da8 das Gesamtvolumen nach der 
Kallikreinzugabe 3,0 ml betragt (Pufferzusammensetzung 0,075m Na,P,0,, 
0,075m Semicarbazid-hydrochlorid, 0,022m Glykokoll; mit 2n NaOH pH 8,7 7 ein- 
stellen). Zur Bestimmung der Spontanzersetzung des BAEE wird zunachst 15 Min. 
bei 25° mit 0,02 ml ADH (entsprechend 0,6 mg Enzymprotein) inkubiert und dann 
wahrend 5 Min. die Extinktionsinderung bei 366 mu im Photometer (Eppendorf) 
gegen Wasser abgelesen. Der dreifache Wert dieser Extinktionsdifferenz ergibt die 
Spontanzersetzung des BAEE in der MeBzeit von 15 Min. Dann wird mit der Kalli- 
kreinlésung gestartet. Ungefahr 4—5 Min. spater wird die Anderung der Extinktion 
wahrend weiterer 15 Min. abgelesen. Der oben erhaltene Wert fiir die Spontanzer- 
setzung wird vird abgezogen. 


* Simtliche Substanzen zur ADH- Bestimmung sind von der Fa. Boehringer & 
Séhne, Mannheim, zu beziehen. 
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Auswertung: Auch nach der ADH-Methode ergeben sich fiir die 
verschiedenen Kallikreine unterschiedliche Spaltungsgeschwindigkeiten 
fiir BAEE, so daB die MeBwerte auf eine Eichkurve mit Standard-Kal- 
likrein bezogen werden miissen. Die Faktoren, bezogen auf Standard- 
Padutin, fiir bisher gemessene Kallikreine, zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Umrechnungsfaktoren mit Standard-Kallikrein. 





Kallikrein aus ADH-Methode 








Schweine-Pankreas | 1,0 





Schweine-Submax. 1,45 
Schweine-Harn . . 3,0 
Schweine-Serum 0,86 
Menschen-Harn. . | 8,9 


Die weitere Auswertung erfolgt wie bei der direkten Methode 
(s. 8.51). Da bei der ADH-Methode zwei Enzymsysteme in Reaktion 
treten, ist diese Bestimmung gegen Stoéreinfliisse wesentlich anfilliger 
als die Methode I. Auf Grund der gréBeren Differenz der molaren Ex- 
tinktionskoeffizienten von DPN® und DPNH ist das ADH-Verfahren 
etwas empfindlicher als die direkte Methode. Vorteilhaft ist die ADH- 
Methode dann, wenn die eingesetzten Kallikreinlésungen auf Grund 
eines hohen Gehaltes an Protein oder anderen absorbierenden Sub- 
stanzen (wie z. B. im Falle des Harnkallikreins an Purinkérpern oder 
Gallenfarbstoffen) bei 253 my stark absorbieren. 


Aktivititsbestimmung des Kallikreins nach Methoden III 
und IV 


Die Erfassung der BAEE-Spaltung durch Titration der dabei freigesetzten 
Carboxylgruppe (III) ist unter den MeBbedingungen, wie bei I angegeben, wegen 
der geringen Empfindlichkeit der Titrationsmethoden nicht durchfihrbar. Die 
BAEE-Konzentration wird bei einer Extinktionsinderung von z. B. 0,115 um 
0,1 x 10-§ Mol BAEE/ml Kiivettenvolumen verringert, d. h. um 20%. Fiihrt man 
die potentiometrische Titration mit z. B. 0,01n Lauge durch, so entsprechen dem 
BAEE-Umsatz bei einer Extinktionsaénderung von 0,115 ein Verbrauch von 0,01 ml 
Lauge/m/l Ansatz. Die Methode ist zwar ohne weiteres bei Verwendung von gréBerer 
BAEE- und Kallikreinkonzentration anwendbar, hat jedoch infolge. des groBen 
Materialaufwandes gegeniiber der Methode I bzw. II keine Vorziige und erlaubt es 
nicht, die Kinetik der Reaktion zu verfolgen. Auch hier ist es notwendig, die Mes- 
sung auf Standard-Kallikrein zu beziehen. 

Die gleichen Uberlegungen treffen auch fiir die Methode IV zu, wonach die 
bei der BAEE-Spaltung freigesetzte Carboxylgruppe und damit die Kallikrein- 
aktivitaét in der Warburg-Apparatur durch Bestimmung des CO,-Volumens, das 
aus einem Hydrogencarbonat-CO,-Puffer freigesetzt wird, ermittelt werden kann. 
Um wieder mit der Methode I zu vergleichen, entspricht einer Extinktionsdifferenz 
von 0,115 eine CO,-Freisetzung von ungefahr 2,2 y/ bei 25°. Dieses Volumen erhéht 
sich entsprechend der Temperaturabhangigkeitskurve bei einer Reaktionstempe- 
ratur von 37° auf ungefahr 4 ul. Da dieser Volumeninderung eine Skalenverande- 
rung des Manometers von 4 mm gleichkommt, miiSte man auch hier, um in einen 
giinstigen MeBbereich zu gelangen, die Konzentration des Substrates und Enzymes 
um ein Vielfaches erhGhen. Mit dieser Senkung der Reaktionsempfindlichkeit ist 
auch ein Anstieg des Methodenfehlers verbunden. 
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Aktivitatsbestimmung nach der Methode V 


Die Bestimmung der Esterkonzentration vor und nach Kallikreineinwirkung 
ergibt noch eine letzte Méglichkeit der Aktivitatsbestimmung fir Kallikrein. Diese 
erstmals von Hestrin ® angegebene Methode wurde von Roberts” fiir die Messung 
der Spaltung synthetischer Estersubstrate durch Plasmin verwendet. Haber- 
mann® verwendete diese Methode, um die Spaltung des p-Toluolsulfonyl-arginin- 
methylesters durch Kallikrein und andere Esterasen zu verfolgen. Der Test von 
Roberts laBt sich fiir eine Aktivitatsbestimmung des Kallikreins mit BAEE als 
Substrat abandern, indem die Substratkonzentration und damit die notwendige 
Kallikreinmenge verringert wird und die Reaktionsmischung nach bestimmter In- 
kubationszeit abgestoppt wird. Nach unseren Messungen ist dieses Verfahren fast 
doppelt so empfindlich wie die Methode I. Wir verzichten jedoch auf eine genauere 
Erlauterung dieser Testmethode, weil sie nicht erlaubt, die Kinetik der Spaltungs- 
reaktion am Photometer zu verfolgen und nach unseren Erfahrungen eine Kon- 
stanz und Stabilitat der Farbentwicklung des Hydroxamsaure-Hisen(III)-Kom- 
plexes bei BAEE nicht gegeben ist. 


B. Bestimmung der Kallikrein-Inaktivatoren 


Die oben beschriebenen Verfahren zur Aktivitatsbestimmung des 
Kallikreins lassen sich auch zur Kallikrein-Inaktivator- Bestimmung 
verwenden. Die Kallikrein-Inaktivatoren sind natiirliche Hemmstoffe, 
die sich z. B. in der Parotisdriise?, in der Lunge!* und in anderen Ge- 
weben!® von Wiederkiuern und in Pflanzen? finden. Wir haben unter 
Verwendung der oben beschriebenen direkten Methode (I) den Inakti- 
vatorgehalt von Praiparaten aus Rinderparotis*, Rinderlunge, Rinder- 
pankreas und den synthetischen Esteraseblocker Diisopropylfluoro- 
phosphat quantitativ bestimmt. Dabei wird die Restaktivitat des Kalli- 
kreins gegeniiber BAEE nach Vorinkubation mit Inaktivatorlésung ge- 
messen. Die prozentuale Hemmung wird durch einen Vergleichstest mit 
der BAEE-Spaltung durch Kallikrein in Abwesenheit der Inaktivator- 
lésung ermittelt. Die bisher geiibte Inaktivatorbestimmung unter Zu- 
hilfenahme des Blutdruckversuchs? ist mit einer weiten Fehlergrenze 
bis zu +50% behaftet. 


Eine Kallikrein-Inaktivator-Einheit (KIE) ist diejenige Menge In- 
aktivator, die in 1 Stde bei pH 8 und 37° 2 KE zur Halfte zu inaktivieren 
vermag. Unter den angegebenen Testbedingungen ergab sich bei der 
Untersuchung der Abhingigkeit der Kallikreinhemmung von der In- 
aktivatorkonzentration ein Kurvenverlauf, der bis zu einem Verhiltnis 
KE:KIE = 1:0,5 fast genau einer Geraden entspricht, jedoch bei 
Werten des Verhiltnisses <2 im Sinne einer verstirkten Inaktivierung 
von der direkten Proportionalitaét abweicht. Identische Kurvenverliufe 


* Trasylol der Fa. Bayer, Leverkusen. 

11 P. 8. Roberts, J. biol. Chemistry 232, 285 [1958]. 

12 E. Werle, unveréffentlicht. 

13 KE. Werle u. W. Appel, Z. Naturforsch. 14b, 648 [1959]. 

14K. Werle, W. Appel u. E. Happ, Z. Vitamin-, Hormon- u. Ferment- 
forsch. [Wien] 10, 127 [1959]. 
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ergeben auch die anderen Inaktivatoren mit Abweichungen bei tiber 
50proz. Hemmung. Wir wihlen daher bei der Bestimmung der In- 
aktivatoren ihre Konzentration so, daB eine Hemmung unter 50°, 
resultiert. Hierbei ist eine Inkubationszeit des Kallikreins mit dem 
Inaktivator von 30 Min. bei 37° ausreichend. 

Durchfihrung: 1. Zur Bestimmung einer Inaktivatorlésung unbekannter 
Konzentration werden 0,1—1,0 ml Kallikreinlésung (0,05—5,0 KE Standard- 
Kallikrein) mit 0,1—1,0 ml Inaktivatorlésung versetzt und mit 0,068mTriaithanol- 
amin-Puffer, pH 8,0 auf 4,0 ml aufgefiillt. Im Vergleichsansatz wird die gleiche 
Konzentration Standard-Kallikrein auf 4,0 m/ mit Puffer aufgefiillt. Beide Ansatze 
werden 30 Min. bei 37° inkubiert. Zur Kallikrein-Aktivitéts-Bestimmung nach 
Methode I (s. oben) wird beiden Ansatzen der gleiche aliquote Teil entnommen. 


2. Zur Inaktivatorbestimmung im Blut oder in Organhomogenaten, z. B. nach 
i. v. Trasylolinjektion, werden die Proben mit dem gleichen Volumen kalter 6proz. 
Perchlorsaéure enteiweiBt und kurz zentrifugiert. Unter diesen Bedingungen bleibt 
der gesamte freie Inaktivator im Uberstand. Ein aliquoter Teil des Uberstandes 
(V,) wird mit 2n KOH neutralisiert (V,) und nach einigem, Stehenlassen bei 0° 
von dem ausgefallenen Kaliumperchlorat abdekantiert. Der neutralisierte Uber- 
stand (V,) wird zur Bestimmung des Inaktivatorgehaltes, wie oben beschrieben, 
mit Kallikrein (V4) inkubiert. 

Auswertung: Die Hemmung der Kallikreinaktivitat im Testansatz wird 
an Hand der Aktivitaét des Vergleichsansatzes bestimmt. Liegt die Hemmung iiber 
50°, so ist der Ansatz mit einer geringeren Inaktivatorkonzentration zu wieder- 
holen. Die Berechnung des Inaktivatorgehaltes in Blutproben, eine EnteiweiBung 
1: 1 vorausgesetzt, erfolgt nach folgender Forme! : 


Sef 7 
7,-V, 50 ~ KIE/m/ Blut. 


Um den Inaktivatorgehalt bei Organhomogenaten/g Gewebe zu bestimmen, 
ist das Ergebnis noch mit dem Faktor der Verdiinnung, zu multiplizieren. 
Fiir Inaktivatorlésungen ohne EnteiweiBung gilt die Gleichung: 
Hy, . ‘ 
TV; 7) = KIE/ml Lésung 
, = Volumen zur Neutralisation in ml 
= Volumen nach Neutralisation in m/ 
3 = Volumen zur Inkubation mit Kallikrein in m/ 
1 = eingesetzte Kallikreinmenge in KE 
H Hemmung der BAEE-Spaltung in °, 


Diskussion 

A. Von den fiinf angegebenen Verfahren zur Aktivititsbestim- 
mung des Kallikreins sind die Verfahren I und IT allen tibrigen vor- 
zuziehen. Die spektrophotometrische Kallikreinbestimmung hat gegen- 
iiber der Aktivitaétsbestimmung am Blutdruck des Hundes — abgesehen 
von der Vermeidung des Tierexperimentes — den Vorteil der besseren 
Reproduzierbarkeit und gréferen Empfindlichkeit ; sie hat den Nachteil, 
daB die verschiedenen Kallikreine bei gleicher Blutdruckwirkung unter- 
schiedliche Umsatzraten mit BAEE ergeben und fiir die einzelnen Kalli- 
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kreine Faktoren ermittelt werden miissen, die angeben, wieviel mal 
schneller BAEE durch Harn-Kallikrein gespalten wird als durch Pan- 
kreas-, Submaxillaris- oder Serum-Kallikrein. Wiirde man beim Hund 
beispielsweise Kallikrein aus Schweineharn und Blutserum in Mengen, 
die die gleiche Aktivitat gegeniiber BAEE aufweisen, i. v. injizieren, so 
wiirde man im Falle des Serum-Kallikreins eine viel geringere Blutdruck- 
senkung beobachten als im Falle des Harn-Kallikreins. Die Ursache 
liegt darin, dafS das AusmaB der Blutdrucksenkung nicht nur von der 
Geschwindigkeit abhingt, mit der Kallidin durch die genannten Kalli- 
kreine gebildet wird, sondern auch von der Geschwindigkeit, mit der 
das Kallidin und die Kallikreine durch Blutplasma inaktiviert werden. 
Dic Kallikreine werden aber durch Blutserum nicht gleich rasch inak- 
tiviert, ferner sind die Inaktivatoren fiir Serum-Kallikrein einerseits, 
Harn-, Submaxillaris- und Pankreas-Kallikrein andererseits, verschieden. 
Alle diese Faktoren spielen bei der Aktivitiitsbestimmung mit BAEE keine 
Rolle, da hier in der Reaktionslésung nur Ferment und Substrat zugegen 
sind. 

Wenn auch bei hochgereinigten Kallikreinpraparaten mit Casein oder Hamo- 
globin als Substrat keine proteolytische Aktivitat nachweisbar ist, so kann es sich 
dennoch bei der Kallidinbildung um eine proteolytische Spaltung einer Arginin- 
bindung in einer ganz definierten Sequenz von Aminosauren handeln. Auf Grund 
des Seringehaltes von Bradykinin, das bisher von Kallidin nicht abgrenzbar ist, 
und der esterolytischen Wirkung des Kallikreins steht fiir die Abspaltung des 
pharmakologisch aktiven Polypeptids von der inaktiven Serumvorstufe Kallidinogen 
neben der Lésung einer Peptidbindung noch die Hydrolyse einer Serin-Esterbindung 
mit dem hochmolekularen Restprotein zur Diskussion. 

Stérend bei der spektrophotometrischen Kallikreinbestimmung ist 
die Notwendigkeit eines Vergleichstestes mit einer Standard-Kallikrein- 
lésung, die zwar auch bisher beim Blutdruck-Test gegeben war. Dieser 
Nachteil lieBe sich nach unserer Meinung beheben, wenn man ein nach 
einer festgelegten Methode aus einem bestimmten Organ isoliertes Kalli- 
krein als Bezugssubstanz verwenden wiirde. Als Einheit wiirde diejenige 
Menge der Substanz festgelegt, die unter Standardbedingungen einen 
bestimmten Substrat-(BAEE-)Umsatz oder eine bestimmte Extinktions- 
inderung pro Zeiteinheit katalysiert. 

B. Die Spezifitit der Inhibitoren fiir Kallikrein ist nicht auf 
das Kallikrein beschrinkt. So kann der Parotisdriisen-, Leber- und 
Lungeninaktivator neben Kallikrein auch Trypsin, Chymotrypsin und 
Plasmin hemmen!®, umgekehrt vermag der Trypsin-Inhibitor aus Pan- 
kreas auch das Kallikrein zu inaktivieren. Der hier nicht untersuchte 
, Sojabohnen- Inhibitor“ und ,,Ovomucoid-Inhibitor‘ vermag nur Tryp- 
sin, nicht aber Kallikrein, zu hemmen, sofern es sich um Harn-, Pankreas- 
oder Submaxillaris-Kallikrein handelt!*®. Wie Esterasen, z. B. Cholin- 


15 EK. Werle, L. Maier u. R. Ringelmann, Naturwissenschaften 39, 328 
|1952]; E. Werle u. W. Appel, ebenda 45, 60 [1958]; R. Marx, P. Clemente. 
EK. Werle u. W. Appel, Blut 5, 367 [1959]. 

16 K. Werle u. L. Maier, Biochem. Z. 323, 279 [1952]. 
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esterasen, so werden auch Trypsin, Chymotrypsin und Kallikrein durch 
Diisopropylfluorophosphat gehemmt!’, ein weiterer Hinweis dafiir, dab 
die aktiven Zentren dieser Fermente Ahnlichkeiten in ihrem Bau auf- 
weisen miissen. Bei allen Inhibitoren haben wir festgestellt, daB auch bei 
einem groBen UberschuB, z. B. KE: KIE = 1: 3 oder noch héher, eine 
Restaktivitaét an Kallikrein gegeniiber BAEE zuriickbleibt. Dies ent- 
spricht der Tatsache, daB sich auch am Blutdruck des Hundes eine Rest- 
aktivitaét des Kallikreins bemerkbar macht'*. Dies gilt nach unseren 
Messungen auch fiir Trypsin. Da es sich bei dem Hemmungsvorgang 
nicht um eine Gleichgewichtsreaktion handelt**, spricht die Restaktivitat 
fiir eine Verschiedenheit des Haft- oder Aktivitatszentrums des Kalli- 
kreins fiir das Substrat und den Inaktivator, wobei im _blockierten 
Zentrum noch eine Teilaktivitat gegeniiber dem Substrat wirksam bleibt. 
Parallel mit der esterolytischen Wirkung verliert das Kallikrein bei der 
Inaktivierung auch seine blutdrucksenkende und _ kallidinfreilegende 
Wirkung. Die beim Kallikrein sicherlich analog verlaufende Einwirkung 
von Diisopropylfluorophosphat auf proteolytisch-esteratische Enzyme 
wurde am Beispiel des Chymotrypsins untersucht!*®, wobei das Chymo- 
trypsin durch Esterbildung mit der Hydroxylfunktion eines Serinmole- 
kiils inaktiviert wird, waihrend das Chymotrypsinogen unbeeinfluBt 
bleibt. Neben der Tatsache, daB die maximale Aktivitat des Kallikreins 
bei der Esterspaltung im alkalischen Bereich liegt, deutet die Méglichkeit 
der photochemischen, oxydativen Inaktivierung von Kallikrein?° in 
Gegenwart von Methylenblau auf die Anwesenheit von Histidin hin. Da 
das an einen natiirlichen Inaktivator gebundene Kallikrein in Anwesen- 
heit von Methylenblau nicht angegriffen wird, ist das Histidin an der 
Inaktivatorbindung beteiligt. Die pharmakologische Wirksamkeit von 
Kallidin wird durch Diisopropylfluorophosphat nicht beeintrachtigt. 
DaB es sich bei der Inaktivierung des Kallikreins durch die natiirlichen 
Inaktivatoren nur um eine Anlagerung an das Kallikrein und nicht um 
dessen Zerst6rung handelt, geht daraus hervor, daB die Aktivitat des 
Kallikreins durch vorsichtiges Ansauern der inaktivierten Lésung zu- 
riickgewonnen werden kann!®, 


Fri. R. Zill danken wir fiir gewissenhafte Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Es werden zwei photometrische Methoden zur Bestimmung der 
Kallikreinaktivitat beschrieben, die auf der esterolytischen Spaltung von 
Benzoyl-L-arginin-iithylester (BAEE) beruhen. 


17 K. Werleu. I. Trautschold, Z. Biol. 112, 169 [1960]. 

18 H. Kraut, E. K. Frey u. E. Werle, diese Z. 192, 1 [1930]. 

19 EK. F. Jansen, F. Nutting, R. Jang u. A. K. Balls, J. biol. Chemistry 
179, 201 [1949]. 

20 KE. Werle u. W. Appel, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 
8, 24 [1956]. 
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Der Verlauf der Spaltung wird bei der ,,direkten Methode* an Hand 
der Extinktionszunahme bei 253 mu, bei der ,,ADH-Methode“ durch 
enzymatische Bestimmung des bei der Spaltung freigesetzten Athanols 
verfolgt. 

Die weiteren auf Grund der BAEE-Spaltung méglichen Methoden 
zur Aktivititsbestimmung des Kallikreins werden mit den beschriebenen 
Methoden verglichen. 

Der Reinheitsgrad der Kallikreinpraiparate hat nur einen geringen 
KinfluB auf ihre esterolytische Wirksamkeit. Im Verlauf der Reinigung 
der Kallikreine wird ein proteolytisches Begleitenzym abgetrennt, 
weiches BAEE jedoch nicht angreift. 

Kallikreine aus verschiedenen Organen und Spezies spalten BAEE 
unterschiedlich rasch. Die sich daraus bei Verwendung eines Standard- 
Kallikreins ergebenden Faktoren werden fiir einzelne Kallikreine an- 
gegeben. 

Die beschriebenen Methoden zur Aktivititsbestimmung sind auch 
zur quantitativen Bestimmung der Kallikrein-Inaktivatoren geeignet. 
Die Durchfiihrung der Inaktivatorbestimmung wird beschrieben. 


Summary 


Two photometric methods, based on the esterolytic cleavage of 
benzoyl-L-arginine-ethyl-ester (BAEE), are described for the determi- 
nation of kallikrein activity. 

The course of cleavage is followed directly by the increase in ex- 
tinction at 253 my, or by the enzymic determination of the released 
ethanol. 

The other methods of kallikrein determination, based on BAEE 
hydrolysis, are compared with the two methods described. 

The purity of the kallikrein preparations has only a small effect 
on their esterolytic activity. An accompanying proteolytic enzyme, which 
has no action on BAEE, is removed during the purification of kallikrein. 

Kallikreins from different organs and species show different acti- 
vities, and they are related, by a given factor, to a standard preparation. 

The described methods are also suitable for the quantitative deter- 
mination of kallikrein inactivators; the procedure for this is described. 


Professor Dr. Dr. E. Werle, Klinisch-Chemisches Institut an der Chirurgischen 
Klinik der Universitat, Miinchen 15, NuBbaumstr. 20. 











Zur Bestimmung der biologischen Wertigkeit 


von Nahrungsproteinen, V! 


Der EinfluB des nichtessentiellen Stickstoffs auf die 
biologische Wertigkeit von Proteinen und die Wertigkeit 
von Kartoffelproteinen 
Von 
E. Kofranyi und H. Miiller-Wecker 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie, Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. April 1961) 


Es ware ein groBer Vorteil, wenn man die biologische Wertigkeit 
von Proteinen einfach aus der Bausteinanalyse errechnen kénnte, da 
ihre Bestimmung durch langfristige Ernaihrungsversuche an Menschen 
kostspielig und belastend ist. Zwar existieren hierfiir zwei Berechnungs- 
methoden, eine von Mitchell und Block (,,Chemical Score“‘)?, eine von 
Oser (,,EAA-Index“‘)*. Vergleicht man aber die Ergebnisse langfristiger 
Ernahrungsversuche mit den beiden Berechnungsmethoden, so findet 
man keine Ubereinstimmung!. Beide Berechnungsmethoden beriick- 
sichtigen nur die essentiellen Aminoséuren, stellen jedoch die nicht- 
essentiellen nicht in Rechnung. Zu welchen Fehlern diese Unterlassung 
fiihrt, wird in den folgenden Untersuchungen gezeigt. 


Methodik 


1. Nahrungsaufnahme 

a) Vollei mit Zulagen 

Wir verwendeten ein Vollei-Homogenat von 300—400 frischen Eiern, aus dem 
wir direkt nach dem Homogenisieren im Starmix den Stickstoffgehalt nach K jel- 
dahl ermittelten. Dem Homogenat wurden 40—50g Kochsalz zugesetzt. Die 
Tagesportionen wurden nach dem geschitzten Bedarf der Versuchspersonen in 
Plastikdosen eingewogen und in der Tiefkiihltruhe eingefroren, so da® fiir die 
ganze Versuchszeit genau bekannte Vollei-Proteinmengen zur Verfiigung standen. 
Die Bausteinanalyse nach Stein und Moore der Volleiproben ist in Tab. 1 an- 
gegeben. Am Abend vor jedem Versuchstag wurde fiir jede Versuchsperson eine 
Dose mit der Tagesportion aus der Tiefkiihltruhe entnommen und iiber Nacht im 
Kiihlschrank aufgetaut. 


Zutaten zu einem Vollei-Brei: 


280 g Volleimasse 150 g Zucker 
100 g Margarine 15g Agar-Agar 
300 g Mondamin (Maisstirke) 12 g Zellulose 


1 E. Kofranyi u. H. Miller-Wecker, diese Z. 320, 233 [1960]. 
2 H. H. Mitchell u. R. J. Block, J. biol. Chemistry 168, 599 [1946]. 
3 B. L. Oser, J. Amer. dietet. Assoc. 27, 396 [1951]. 
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Tab. 1. Vergleich der Aminosiuregehalte in Kartoffel- und Eiprotein 
(Angaben in °). 























Amino- Kartoffel Vollei Amino- Kartoffel Vollei 
saure sdure 

His . 2,0 2,6 Gly. 5. 3,4 3,6 
Lys . 5,5 7,4 Ala... 2,9 6,3 
Arg . 4,5 6,4 OO) 0.9 2,9 
NH. 3,7 3,1 LS ae 5,8 8,3 
Asp . 24,2 10,2 Tleu. .. 4,3 5,7 
ar 3,5 5,5 i 6,5 8.8 
Ser . 3,2 6,3 ss re 3,0 4.7 
Glu. 15,6 13,0 PRO 4.4 5,9 
Pro . 3,3 4,2 








Als Zulagen wurden folgende Substanzen verwendet: 

1. 34g Diammoniumcitrat mit 4,41 g N, 

2. desgl. + 17g Glycin mit 3,19 g N, 

3. 40g Mononatriumglutaminat mit 3,31 g N. 

Die Stickstoffgehalte dieser Substanzen sind nicht errechnet, sondern nach K jel- 
dahl bestimmt. 

Zubereitung des Vollei-Starkebreies: Der Topfboden wurde mit der 
Margarine benetzt, 1,51 Wasser hinzugefiigt und zum Sieden erhitzt. Mondamin, 
Agar-Agar und Zellulosepulver wurden erst trocken gut gemischt, dann mit 400 
bis 500 ml Wasser glattgeriihrt und unter standigem Riihren in das kochende 
Wasser gegossen. Nach dem Ausquellen wurde der Brei vom Herd genommen, 
Zucker zugefiigt und der Brei unter weiterem Riihren etwas abgekiihlt. Erst dann 
wurde das Eihomogenat quantitativ unter den Brei geriihrt. Die Lésungen von 
Diammoniumcitrat oder Mononatriumglutaminat oder Glycin wurden erst am 
SchluB hinzugefiigt. 

Die Breimenge wurde auf vier Suppenteller ziemlich gleichmaBig verteilt, 
und von der Versuchsperson zu den vier Mahlzeiten (morgens, mittags, nachmittags 
und abends) verzehrt. 

Zum Brei wurde ein Fruchtsaft gereicht, der aus etwa 300 ml Himbeersirup 
und etwa 100 ml Zitronensaft bestand. Die frischen Zitronen wurden ausgepreBt 
und das Fruchtfleisch abgesiebt. AuBerdem wurden taglich 3 Tabletten Combionta 
(Merck) (mit 11 Vitaminen und 11 Spurenelementen), 6 Tabletten Calcipot (Tropon) 
(mit 280 mg Calciumcitrat und 80 mg Calciumphosphat pro Tablette), 3 Tabletten 
(alcium-D-Redoxon (mit 274 mg Ca und 130 mg P pro Tablette), 1 Kapsel Leber- 
tran (mit 1 g Ol), eine Tablette Betaxin (Bayer) (mit 5 mg Vitamin B,) gereicht. 
Um den Kaliumbedarf zu decken, wurde eine Lésung aus 2,5 g Kaliumhydrogencar- 
bonat und 3,5 g Citronensaure verabreicht. Den Versuchspersonen waren im Tag 2 
bis 3 Tassen Tee mit je 10 mg Stickstoff erlaubt, sowie Sprudelwasser ad libitum. 

Einmal in der Woche wurde eine volle Tagesration hydrolysiert und der 
Analyse unterworfen. 


b) Kartoffeln mit Zulagen 

Die Kartoffelsorte ,,Lori’ wurde in so groBer Menge direkt vom Erzeuger 
bezogen, daB fiir die gesamte Versuchszeit dieselbe Sorte zur Verfiigung stand. 
Eine Bausteinanalyse nach Stein und Moore des Kartoffelproteins ist in Tab. 1 
wiedergegeben. Die Hydrolyse erfolgte nach Moore und Bigwood?. 

Fiir den Ernahrungsversuch wurde eine reichliche Tagesmenge der Kartoffeln 
roh geschalt, unter flieBendem Wasser gewaschen, mit einem Tuch abgetrocknet 


4 EK. Schram, J.P. Dustin, S. Moore u. E. J. Bigwood, Analytica chim. 
Acta 9, 149 [1953]. 
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und unmittelbar darauf hiervon die genaue Tagesmenge abgewogen. AuBerdein 
wurde jeweils gleichzeitig ein Viertel der Tagesmenge unter verd. Salzsaure iiber 
eine Versuchswoche gesammelt, hydrolysiert und der Analyse unterworfen. 

Die Tagesmenge an Kartoffeln betrug 1—1,5 kg, die Fettmenge 200—250 u. 
Von den Kartoffeln wurde etwa ein Drittel mit wenig Wasser gekocht und unter 
Hinzufiigen von Fett und dem Kartoffelkochwasser als Kartoffelbrei gereicht. Die 
restlichen zwei Drittel der Kartoffelmenge wurden mit der verbliebenen Fettmenge 
goldgelb gebraten und auf zwei weitere Mahlzeiten verteilt. Da die Kartoffeln zur 
Deckung des Kalorienbedarfs nicht ausreichten, wurde nach den drei Mahlzeiten 
ein Starkebrei gereicht, dem gleichzeitig Agar-Agar zugefiigt war, um die Kost 
ballastreicher zu machen. 

Zutaten zum Starkebrei: 
100 g Mondamin (Maisstarke) 90 g Zucker 
70 g Margarine 15g Agar-Agar 

Zubereitung des Breies: Das Fett wurde im Kochtopf zerlassen und hierin 
700 ml Wasser zum Sieden gebracht. Mondamin und Agar-Agar wurden zunichst 
trocken gut vermischt, dann mit 400 m/ Wasser glattgeriihrt, hierauf unter Riihren 
in das kochende Wasser gegossen und dann unter Zugabe von Zucker der Brei 
gargekocht. Zum Brei wurden Fruchtsaft, Vitamin- und Mineralstoff-Tabletten 
gegeben, wie oben beim Vollei beschrieben, desgleichen standen dieselben Getranke- 
mengen zur Verfiigung. Einmal in der Woche wurde eine volle Tagesration ana- 
lysiert. 

2. Aufbereitung der Ausscheidungen 

Der Harn wurde unter Zusatz von 150—300 mi etwa 8proz. Salzsaiure alter- 
nierend 3 und 4 Tage gesammelt und nach Ermittlung seines Volumens der Stick- 
stoffbestimmung zugefiihrt. Ein aliquoter Teil wurde aufbewahrt. 

Der mit einigen Tropfen Salzsiure angesiuerte Kot wurde sofort nach jeder 
Ausscheidung mit der 2 bis 3fachen Menge Aceton verriihrt, zentrifugiert und noch 
dreimal mit Aceton gewaschen. Der Riickstand wurde bei 90—100° konstant ge- 
trocknet, dann nochmals bei Zimmertemperatur konstant gewogen und im Mixer 
zerkleinert. Man erhalt ein geruchloses Pulver, das sich iiber Jahre aufbewahren 
laBt. Von dem abgesaugten Aceton-Uberstand wurde das Gesamtvolumen ge- 
messen, ein Teil zur Analyse entnommen und ein Teil aufbewahrt. 


3. Berechnung der Stickstoff-Bilanz 
Sie ist 1. c.1 (Seite 235) angegeben. Es sei noch einmal darauf aufmerksam 
gemacht, daB wir die Stickstoffverluste durch Haut- und Hornsubstanzen bei der 
Aufstellung der Bilanzen in Rechnung stellen. 


Ergebnisse und Diskussion 

Die Ergebnisse sind aus Tab. 2 zu ersehen. Es sind darin die mini- 
malen Eiweifmengen pro Tag angegeben, bei denen noch Bilanzausgleich 
erzielt wird. Je kleiner die Zahlen, desto héher die Wertigkeit des be- 
treffenden Proteins. 

Man sieht, daB die absoluten Héhen der minimalen EiweiBmenge 
fiir den Bilanzausgleich stark variieren!. Insbesondere liegt die Versuchs- 
person Dr6. sowohl mit der Zahl fiir Vollei als auch mit den Zahlen fiir 
die tibrigen Nahrungsmischungen deutlich tiefer als die anderen Versuchs- 
personen. Es ist aber so, daB die Bedarfszahlen von einer Versuchsperson 
zur andern Versuchsperson nur parallel verschoben sind. Das heiBt, daB 
die Verhaltnisse der Bedarfszahlen bei verschiedenen Versuchspersonen 
fast gleich sind, wie in der vorigen Abhandlung gezeigt wurde!. Die Uber- 
einstimmung der Tagesbedarfsmengen verschiedener Versuchspersonen 
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Tab. 2. Bilanzminimum bei g Eiwei8 pro Tag. 











Versuchsperson Gro. Dro. Hob. Fre. Str. § 
Koérpergewicht (kg) 68,5 65,0 66,0 72,0 70,0 
CC re oe 34,9 24,1 34,3 33,8 37,1 
Vollei+ Glu®...... 19,4 22,4 
Vollei + Gly» + NH,°¢. . 15,6 19,8 
Vollei + NH, . 5: 23,3 
Vollei + Gly + NH, + Met@ 11,7 16,5 
Kartoffel . . fone, 33,7 33,8 
Kartoffel + Glu . Fakivest sch 3371 

















a Zulage von 40g Mononatriumglutaminat pro Tag. 

b Zulage von 17g Glycin pro Tag. 

ec Zulage von 34g Diammoniumeitrat pro Tag. 

ad Zulage von 0,5 g Methionin pro Tag. 
wird im tibrigen nicht besser, wenn man statt der taglichen Eiweib- 
mengen diese pro kg Kérpergewicht angibt. 

Ks ist auBerordentlich tiberraschend, daB man von dem hochwertigen 
Volleiprotein etwa ein Drittel einsparen kann, wenn man gr6Bere 
Mengen nichtessentieller Aminosduren zulegt. Ja, es geniigt sogar die 
Zulage von Ammoniumsalzen, um diese Einsparung zu erzielen. Dies 
gilt fiir alle fiinf Versuchspersonen. Fiir die GréBe der Einsparung ist es 
gleichgiiltig, ob man Glutaminsaéure verwendet, ein Gemisch von Glycin 
und Ammoniumcitrat oder reines Ammoniumcitrat. Der Einsparungs- 
effekt wurde auch von amerikanischen Autoren festgestellt’. 

Legt man auBer dem nichtessentiellen Stickstoff kleine Mengen von 
Methionin zu, so wird der Bedarf an Volleiprotein weiter gedriickt und 
betragt nur noch die Halfte dessen, was an reinem Volleiprotein gebraucht 
wird. Die Versuchsperson Dré. war unter diesen Bedingungen 3 Wochen 
mit der geringen Menge von 11,7 g Volleiprotein pro Tag im Bilanzgleich- 
gewicht. Der Einsparungseffekt durch nichtessentiellen Stickstoff plus 
Methionin wurde in gleicher Héhe an zwei Versuchspersonen gefunden. 

Das KartoffeleiweiB zeigt eine erstaunlich hohe biologische Wertig- 
keit. Es wurde an zwei Versuchspersonen getestet und gab in beiden 
Fallen Werte, die sich nicht von denen fiir Vollei unterschieden. Dennoch 
gab es einen wesentlichen Unterschied gegeniiber Vollei: Die biologische 
Wertigkeit von Kartoffelprotein 1é8t sich durch Zulage von nicht- 
essentiellen Aminosduren nicht weiter steigern. 

Es scheint so zu sein, da die hochwertigen tierischen Proteine mehr 
an essentiellen Aminosaiuren enthalten, als fiir den Aufbau gebraucht 
wird, also zu wenig an nichtessentiellem Stickstoff. GewiB kann der 
imenschliche Organismus essentielle Aminoséuren in nichtessentielle 
Aminosaéuren umbauen; aber das ist ein undkonomisches Verfahren und 
geht ohne Verluste nicht ab. Bei Ernahrungsversuchen mit einseitig 
hochwertigen EiweiBstoffen oder mit Aminosdéuregemischen aus essen- 
tiellen Aminosduren ist der Kalorienbedarf auffallend erhéht gegentiber 
ciner Nahrung, die gemisc hte hoch- und niederwertige Proteine enthalt. 


5 M.E.Swendseid, C. L. Harrisu. S.G. Tuttle, J. Nutrit. 71, 105 [1960]. 
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Es erhebt sich die Frage, ob alle nichtessentiellen Aminosauren fiir 
den Einsparungseffekt gleich wertvoll sind. Dies ist nicht der Fall. 
Glycin scheint eine geringere Erginzungswertigkeit zu haben als Glu- 
taminséure oder Ammoniak. Wir verabreichten an eine Versuchsperson 
als Zulage zu Volleiprotein ein Gemisch von 34 g Diammoniumcitrat 
plus 34 g Glycin pro Tag. An Ammoniak-N war 4,41 g darin vorhanden, 
an Glycin-N 6,37 g Stickstoff. Nach Reduzieren der Glycinmenge um 
3,18 g Stickstoff sank die Stickstoffausscheidung im Harn um 1,62 g N. 
Das Glycin-N wird also weitgehend wieder ausgeschieden. Im Laufe des 
ganzen Versuchs gab es nie wieder so hohe N-Ausscheidungen im Harn 
wie bei Zulagen von Glycin. Da Ammoniumsalze ebenso wirksam sind 
wie Aminosauren, handelt es sich um den Ersatz des Stickstoffs der 
Aminogruppe. 

Sowohl der ,,Chemical Score“‘ von Mitchell und Block? als auch 
der ,,EAA-Index* von Oser® betrachten das Vollei als denjenigen Be- 
zugseiweiBstoff mit der héchsten biologischen Wertigkeit. DaB davon 
eine Rede sein kann, zeigen nicht nur die oben genannten Zahlen der 
Versuche bei Verfiitterung von Vollei plus Zulagen. Auch Kartoffel- 
protein mit seinem hohen Gehalt an Asparaginsaéure (24%) erreicht bei 


beiden Versuchspersonen die Wertigkeit des Volleiproteins. Man darf 


aber diese Wertigkeiten von Ei und Kartoffel nicht miteinander ver- 
gleichen, weil sie bei Ei vor der Verdiinnung mit nichtessentiellem Stick- 
stoff, bei Kartoffeln mit (natiirlicher) Verdiinnung durch Asparaginsaure 
erhalten wurden. Die Zulage von nichtessentiellem Stickstoff erhéht die 
Wertigkeit des Kartoffelproteins erwartungsgem4B nicht. 


Zusammenfassung 


1. Gibt man zu einer Kost aus reinem Vollei-Protein Zulagen von 
nichtessentiellen Aminoséuren wie Glycin, Glutaminsaure, ja sogar von 
Ammoniumsalzen, so kann man zum Bilanzausgleich etwa ein Drittel 
des hochwertigen Proteins einsparen. 

2. Die Proteine der Kartoffel haben die gleiche biologische Wertig- 
keit wie reines Vollei-Protein. Die Wertigkeit der Kartoffelproteine 1aBt 
sich jedoch durch Zulagen von nichtessentiellem Stickstoff nicht weiter 
steigern. 

Summary 

1. By the addition of non-essential amino acids, like glycine, glut- 
amie acid or even ammonium salts to a diet of complete egg protein, 
about one third of the high value protein is spared in maintaining 
nitrogen balance. 

2. Potato proteins have the same biological value as pure, complete 
egg protein, but the value of potato proteins is not increased by the addi- 
tion of non-essential nitrogen. 


Dr. E. Kofranyi, Max-Planck- Institut fiir Erndhrungsphysiologie, Dortmund, 
Rheinlanddamm 201. 
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My Einwirkung organischer Persauerstoff-Verbindungen 
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on auf das Mause-Ascitescarcinom in vivo * 

at Y. Von 

oa Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke, Friedhelm Schneider und Heinz Pfeil 

dad Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 

der (Der Schriftleitung zugegangen am 2. Mai 1961) 

uch In unseren vorangehenden Untersuchungen!~® iiber biologische In- 
Be- hibitoreffekte von Zink, Persauerstoff und Alkylierungsmitteln lieferten 
von organische Persauerstoff-Verbindungen folgende Ergebnisse : 
der 

“=i 1. Glykolysefermente wie GAPDH}, Aldolase’, Hexokinase? und 
it MDH? (saémtlich aus Muskel) sowie transacetylierende Enzym- 
wr, systeme® sind in vitro gegeniiber organisch gebundenem Persauer- 
aie. stoff hochempfindlich. 

ck- 2. Atmung und anaerobe Glykolyse von intakten Hefezellen* und von 
ure Ascites-Krebszellen® werden durch geeignete organische Persauer- 
die stoff-Verbindungen in ebenso hohem Mae wie durch Alkylierungs- 

mittel gehemmt, wobei es u. a. zu Aktivitatsverlusten der Glyko- 
lysefermente und zur Senkung des DPN®-Gehaltes kommt. 

3. Die Priifung von mehr als 50 organischen Persauerstoff-Verbindun- 
ron gen an Ascites-Krebszellen ergab®, daB diese Verbindungsklasse 
ron sehr differenzierte Hemmeffekte austibt; je nach der Struktur 
tel des organischen Restes treten alle Ubergange von fehlender bis 

zu totaler Hemmung der anaeroben Glykolyse und (oder) der 
ig- Atmung auf. 
Wie wir bereits kurz mitteilten’®, laBt sich auch im Tierexperiment 
- das Wachstum von Impftumoren durch bestimmte organische Peroxyde 
verlangsamen oder ganzlich verhindern. Nachstehend berichten wir tiber 
* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: Aldolase = Fructose-diphos- 
fiG- phat-Aldolase; DPN® = Diphosphopyridinnucleotid; FDP = Fructose-1.6-diphos- 
in phat; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Triosephosphat- 
; Dehydrogenase); MDH = Milchséure-Dehydrogenase. 
ng 1G. Weitzel u. W. Schaeg, diese Z. 316, 250 [1959]. 
2 G. Weitzel u. Mitarbb., unveréffentlicht. 
ste 3G. Weitzel, H. Kénig, G. Benwitz u. P. Wahl, diese Z. 316, 267 [1959]. 
ii- 4 G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 317, 150 [1959]. 
5 G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 328, 14 [1961]. 
6 G. Weitzel, E. Buddecke u. F. Schneider, diese Z. 328, 211 [1961]. 
d 7G. Weitzel, E. Buddecke u. F. Schneider, vorgetragen (G. W.) am 
le 10. Okt. 1960 auf der Tagung fiir Physiologische Chemie in Ziirich. 
8 G. Weitzel, E. Buddeckeu. F. Schneider, Angew. Chem. 72, 920 [1960]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 325 5 
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die Einwirkung organischer Persauerstoff-Verbindungen auf das Mause- 
Ascitescarcinom (Ehrlich) in vivo; die cytostatischen Effekte der gleichen 
Verbindungsklasse am Walker-Carcinosarkom der Ratte behandeln wir 
in der folgenden Arbeit in dieser Zeitschrift. 

Wie in den bisherigen Arbeiten dieser Serie’~* befassen wir uns 
experimentell aus grundsatzlichen Erwagungen (s. Diskussion) nicht 
naher mit dem einfachen Hydroperoxyd, sondern nur mit organischen 
Persauerstoff-Verbindungen. Von diesen behandelt die vorliegende Arbeit 
einige Peroxohydrate sowie folgende Gruppen organischer Peroxyde: 
Alkyl- und Hydroxyalkyl-hydroperoxyde, Percarbonséuren und Diacy!}- 
peroxyde, tert.-Butyl-persdureester sowie Bishydroxyalkyl-peroxyde mit 
ein- und beidseitiger, stickstofffreier und stickstoffhaltiger Substitution. 


Zur Erkennung und Beurteilung der Persauerstoff-Effekte an 
Ascitesmausen stiitzen wir uns auf folgende Kriterien: 


1. Gewichtskurven und Lebensdauer der Tiere sowie Menge des 
Ascites im Falle der Abtétung. 


2. Zahl der Krebszellen und Konzentration von DPN®, FDP und Trio- 
sephosphaten im Ascites an verschiedenen Versuchstagen. 


3. Vergleich der in-vivo-Effekte der einzelnen Persauerstoff-Ver- 
bindungen mit ihrer Reaktionsfahigkeit in vitro, wie sie sich im 
»Thiazolidintest“ (s. u.) zu erkennen gibt. 


Methodik 


a) Bestimmung des Ascites-Wachstums 

WeiBe Laboratoriumsmause (Ké6rpergewicht etwa 20 g) werden mit je etwa 
25x 10° Zellen des Mause-Ascites-Carcinoms (Ehrlich) intraperitoneal geimpft. 
Nach 24 Stdn. beginnt die Behandlung in Gruppen zu je 10 bis 15 Tieren: Die Kon- 
trollgruppe erhalt taglich 0,5 em® Ringerlésung i. p., die anderen Gruppen erhalten 
0,5 em’ der betreffenden Substanz-Lésung i. p. Dauer der Behandlung: 10 Injek- 
tionstage. Meist werden 7 bis 10 Gruppen parallel behandelt. Die Injektionslé- 
sungen der Persauerstoff-Verbindungen werden tiglich frisch angesetzt und, falls 
erforderlich, mit NaHCO, oder Phosphatpuffer auf pH 7,0 eingestellt. In Wasser 
schwer oder praktisch unlésliche Substanzen emulgiert man durch Zusatz von 5%, 
Propylenglykol. 

Vom 1. Versuchstage ab werden tiglich die Tiergewichte registriert, weshalb 
man die Mause durch Ohrschnitt markiert. Nach Beendigung der Injektionen (vom 
11. Tage ab) werden die Tiere zwecks Registrierung der Gewichte und der Lebens- 
dauer weiter beobachtet. Sind im Vergleich zur Kontrollgruppe die Durchschnitts- 
gewichte einer behandelten Gruppe vermindert, so priift man in einem Parallel- 
versuch durch direkte Bestimmung der Ascitesmengen (Tétung, Entnehmen des 
Ascites und Differenzwigung) am 11. Versuchstage, ob eine echte Verminderung 
der Ascitesbildung vorliegt. 

Carcinolysetest : Gleiche Volumina der Ascites-Zellsuspension und der Sub- 
stanz-Lésung werden bei Zimmertemperatur vermischt, worauf man nach 3 Min. 
die Mischung injiziert (je 0,2 cm’/Maus i. p.). Durch Wagen der Mause in Abstanden 
von 3—5 Tagen wird die Angehquote des Ascites in den folgenden 3—4 Wochen 
bestimmt. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Injektion der Ascites-Zellsuspension 
allein) tritt je nach der cytostatischen Substanzwirkung die Ascitesbildung ver- 
zogert oder nicht ein. Parallelversuche mit abgestuften Inhibitorkonzentra- 
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tionen tragen zur Sicherung der Ergebnisse bei und erlauben die Ermittelung der 
wirksamen Mindestkonzentration. 

Im Parallelversuch kontrolliert man unter dem Mikroskop das Verhalten der 
Asciteszellen beim Zusammentreffen mit der Substanzlésung. Carcinolytische Ef- 
fekte werden dadurch oftmals direkt erkennbar. 


b) DPN®- und Substrat-Bestimmung im Ascites 

Fiir die Bestimmung der DPN®- und Substratkonzentrationen in Ascites- 
zellen werden die Tierzahlen pro Gruppe auf 15—16 erhéht und jeweils 4—5 der 
Versuchs- bzw. Kontrolltiere vom 7. bis 9. (12.) Tage des laufenden Versuchs ver- 
wendet. 

Von dem sofort nach Tétung aus 2 (3) Versuchstieren einer Gruppe entnom- 
menen und vereinigten Ascites werden 4,0 m/l in ein graduiertes Reagenzglas iiber- 
gefihrt und mit vorgekiihlter Ringer-Lésung auf 10 mi verdiinnt. Nach sorgfaltiger 
Suspendierung der Zellen werden 0,5 ml zur Zahlung der Zellzahl (3fach-Zahlung 
in Thoma-Zahlkammer) entnommen. Die Hauptmenge (9,5 ml) wird 1—2 Min. 
nach Entnahme des Ascites mit 5 ml kalter 10proz. Perchlorsaurelésung versetzt 
und gut durchmischt. 

Die Weiterverarbeitung des Perchlorsiureaufschlusses erfolgt wie beschrie- 
ben5. ® unter Beachtung erganzender methodischer Hinweise ®. Die erhaltenen Werte 
fiir DPN®, FDP und Triosephosphate beziehen sich auf ml Nativ-Ascites bzw. auf g 
Asciteszellen-Trockengewicht, das auf der Basis der Zellzahl fiir jede Einzelbe- 
stimmung berechnet wird. Die Gesamt-Ascitesmenge der zur Bestimmung einge- 
setzten Versuchstiere wird jeweils durch Differenzwagung ermittelt. 


c) Thiazolidincarbonsaure-Test 

Thiazolidin-carbonsaure-(4) wurde aus Cystein und Formaldehyd nach Ratner 
und Clarke?® dargestellt; nach zweimaliger Umkristallisation aus Wasser Schmp. 
200°, Sintern und Zersetzung ab 197°. 

Ausfiihrung des Thiazolidincarbonsaéure-Testes in zwei Konzentrationen : 

Thiazolidincarbonsaure : Persauerstoffverbindung 

= 0,05 m: 0,025 m und 0,025 m : 0,0125 m. 

Man lést in Phosphatpuffer (m/15 Na,HPO,) zuerst die Thiazolidincarbon- 
siure (pH jetzt etwa 7,1) und fiigt die Persauerstoffverbindung hinzu. Weicht das 
pH von 7,1 ab, so wird mit einigen Tropfen 0,1 — 1n NaOH oder HCl auf pH 7,1 
eingestellt. Gesamtvolumen pro Ansatz: 20 cm, alle Bestimmungen bei 23°. Kon- 
trolle des pH-Wertes zu Versuchsende. . 

5, 15, 30, 45 und 60 Min. nach Zugabe der Persauerstoff-Verbindung nimmt 
man je 2 cm* des Ansatzes zur jodometrischen Titration ab. Durchfiihrung der 
Jodometrie wie friiher® beschrieben. Die gefundenen Persauerstoffwerte gibt man 
in % des vorher gesondert zu bestimmenden Persauerstoffgehaltes der eingesetzten 
Verbindung an. 

Substanzen 

Die Persauerstoff-Verbindungen der vorliegenden Arbeit sind zum gréBeren 
Teil schon 1.c.* beschrieben. Fiir die restlichen bringen wir nachstehend die erforder- 
lichen Angaben iiber Herkunft bzw. Synthese. 

Phthalm onopersaure: 
Darstellung nach 1. c.1': Erweichungspunkt etwa 110°. 
C,H,O, (182,1) Ber. akt.O 8,79, Gef. akt.O 7,75 
Saures Diphthalperoxyd: 


Darstellung nach 1. c. 4. Schmp. 154—156°. 
C,H, 0, (330,3) Ber. akt.0 4,85 Gef. akt.O 4,52 


* H. Hohorst, F. Kreuz u. Th. Bacher, Biochem. Z. 82, 18 [1959]. 
10 §. Ratner u. H. Clarke, J. Amer. chem. Soc. 59, 200 [1937]. 
1 A. Baeyer u. V. Villinger, Ber. dtsch. chem. Ges. 34, 762 [1901]. 
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Dinicotinoylperoxyd: 


Darstellung nach 1. c.??. aus Nicotinsaurechlorid und ather. Wasser. 


stoffperoxyd bei —70°. Schmp. 88—90°. 


Nicotinoyl-benzoyl-peroxyd: 
Eine Chloroformlésung bekannten Gehaltes an Benzopersaéure® wird mit 


trockenem gepulvertem Kaliumcarbonat versetzt, im Eisbad gekiihlt und eine 


aquivalente Menge Nicotinsaurechlorid™ in Ather unter starkem Riihren zu 
getropft. Danach wird noch 1/, Stde. im Eisbad und 1 Stde. bei Zimmertemperatur 
geriihrt. Man filtriert vom Ungelésten ab und schiittelt die Chloroform-Ather-Lé- 
sung dreimal mit gesitt. Natriumhydrogencarbonat-Lésung und einmal mit Was- 


ser aus und trocknet iiber Na,SO,. Man engt auf etwa ein Drittel des Anfangsvo- 
lumens im Vak. ein und versetzt mit Petrolither. Die ausgeschiedenen Kristalle 


werden nach Stehenlassen im Kihlschrank abgesaugt, mit Petrolither gewaschen 


und getrocknet. Reinigung durch Lésen in etwas Chloroform und Fallen mit Petrol- 


ather. Schmp.: 98°. 
Cy3H NO, (243,2). Ber. N 5,76 akt.0 6,58 Gef. N 5,62 akt.O 6,87 


TIsonicotinoyl-benzoyl-peroxyd: 

Diese Verbindung wurde auf demselben Wege wie die vores erhalten. 
Anstelle des Nicotinsaurechlorids verwendet man Isonicotinsaurechlorid™. 
Schmp. : 83°." 

C,H NO, (243,2) Ber. N 5,76 akt.0 6,58 Gef. N 6,10 akt.O 6,15 


Saures tert.- Butyl-phthal-peroxyd: 
Handelspraparat der Firma Roth, Karlsruhe. Schmp.: 102°. 


Succindipersaure-di-tert.-butylester: 

Handelspraparat der Firma Oxydo, Emmerich. Schmp.: 46°. 

(Die eingeklammerten rom. Ziffern beziehen sich auf die Formeln in Tab. 6, 8.81.) 
Bis-diathylaminomethyl-peroxyd (X): 

3,7 g Diaéthylamin und 7,5 g 40proz. Formaldehyd werden im Kisbad 
gemischt, wobei eine voriibergehende Triibung auftritt. Zu der klaren, gekiihlten 
Losung gibt man 11,3 g gekihltes 30proz. Wasserstoffperoxyd. Es scheidet 
sich ein Ol ab. Man Tast die Reaktionsmischung 2 Stdn. im Eisbad stehen und 
trennt unter sorgfaltiger Kiihlung das 01 ab. Es wird in Ather gelést und mit 
Wasser gewaschen. Man trocknet iiber Natriumsulfat und verdampft den Ather 
im Vak. Das zuriickbleibende Ol wurde fiir unsere Versuche verwendet.Es ist 
beim Aufbewahren im Kiihlschrank etwa 2 Tage haltbar und zersetzt sich bei 
Zimmertemperatur. Da die Reinigung der Verbindung schwierig ist, schwanken 
die Analysenwerte verschiedener Ansatze (Stickstoffzu hoch, Sauerstoffzu niedrig). 

CioH,,N,0, (204,2) Ber. N 13,70 akt.O 7,84 Gef. N 14,6 akt.O 6,4 


Bis-piperidinomethyl-peroxyd (VI): 
6 g Piperidin und 8,5 g 40proz. Formaldehyd werden im Eisbad gemischt; 

der erhaltenen klaren Lésung fiigt man 7,5 g 30proz. Wasserstoffperoxyd zu. 

Es kommt innerhalb kurzer Zeit zur Abscheidung eines Ols. Man 1aBt 2 Stdn. im 

Eisbad, gieBt die waBrige Phase ab, lost das Ol in Ather, schiittelt mehrere Male 

mit Eiswasser aus, trocknet iiber N atriumsulfat und v erdampft den Ather im Vak. 

Das zuriickbleibende 01 kristallisiert bei Aufbewahren im Kihlschrank. 
CypH,,N,0, (228.2) Ber. N 12,27 akt.0 7,0 Gef. N 11,46 akt.O 6,5 

12 M. Ford u. D. Mackay, J. chem. Soc. [London] 1958, 1294. 

13 C, Noller u. P. Liang, Org. Syntheses 18, 86 [1933]. 

14H. Meyer u. R. Graf, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 2205 [1928]. 
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N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-glycin (VIII): 

1,9 g Glycin werden in 2 cm* 40proz. Formaldehyd unter Zusatz von etwas 
Wasser gelést. Man gibt in der Kalte 2,5 cm’ tert. -Butyl-hydroperoxyd zu 
und 148t im Eisbad unter 6fterem Schiitteln stehen. Nach kurzer Zeit kommt es zur 
Triibung unter Bildung eines Ols,das man abtrennt und in Ather lost. Man wascht 
den Ather mit kaltem Wasser, trocknet ihn iiber Natriumsulfat und verdampft das 
Lisungsmittel im Vak. Das zuriickbleibende ©] ist im Kiihlschrank 1 bis 2 Tage 
haltbar. Dann beginnt Zerfall unter Abscheidung von Glycin. 


C,,.H,,;NO, (279,3) Ber. N 5,0 akt.0 11,46 Gef.N 4,0 akt.O 11,80 
N.N-Bis-[n-butylperoxymethyl]-glycin (IX): 
Darstellung wie bei der vorangehenden Verbindung, an Stelle von tert.-Butyl- 
wird n- Butyl-hydroperoxyd eingesetzt. 
C,,H,,NO, (279,3) Ber. N 5,0 akt.0 11,46 Gef. N 4,2 akt.O 11,90 
Die angegebenen Formeln VIII u. IX in Tab. 6 sind Vorschlige, die auf 
Analogieschliissen beruhen. Vgl. dazu das entsprechende Kondensationsprodukt 


aus Glycinester, Formaldehyd und Hydroperoxyd (Darstellung 1. c.6 beschrieben 
als Substanz XII im Abschnitt IIf [S. 216], vermutete Formel s. Tab. 3 [S. 223]). 


Ergebnisse 
I. Organische Peroxohydrate 


Die Hemmeffekte organischer Peroxohydrate gegeniiber Ascites- 
Krebszellen sind in vitro sowohl in serumfreier wie in serumhaltiger 
Pufferlésung stark ausgepragt und gehen oft weit tiber den Wirkungsgrad 
des einfachen H,O, hinaus*. In vivo fanden wir deutliche und gut re- 
produzierbare Verzégerungen des Asciteswachstums unter der 
Behandlung mit organischen Peroxohydraten. Der Verlauf der Gewichts- 
kurven eines charakteristischen Gruppenversuchs mit Carbamid-, 
L-Histidin- und Trigonellin-peroxohydrat ist in Abb. 1 darge- 
stellt. Man erkennt einerseits die auffallende Verzégerung des Gewichts- 
anstiegs bei den drei Perhydratgruppen, andererseits die noch vor Ende 
der Injektionsperiode einsetzende kontinuierliche Gewichtszunahme, die 
einem echten Asciteswachstum entspricht. 


Abb. 1. EinfluB organischer Per- 227 

oxohydrate auf das Mause-Ascites- K 
carcinom. 

Ordinate: Tiergewicht in_ g. 264 


4 Gruppen zu je 11 Tieren; Ino- f 
kulation am 1. Tage, vom 2. bis 

11. Tage je 0,5 cm’ i. p. 9 2“ 
K = Kontrollgruppe (0,5 cm* T 
Ringer-Lésung); I = Carbamid- 
peroxohydrat (2 mg pro Maus); 20 
If = u-Histidin-peroxohydrat (3 cael ' ' 
mg pro Maus); III = Trigonellin ge iS 7 8 ch I 20 
peroxohydrat (3 mg pro Maus). Tage —=— 








Naheren Aufschlu8 iiber das Verhalten der Peroxohydrate gibt 
Tab. 1, in welcher fiir dieselben Verbindungen wie in Abb. 1 die durch- 
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schnittlichen Gruppengewichte am Ende der Injektionsperiode sowie dic 
Ergebnisse der Nachbeobachtung zusammengestellt sind. Es geht darau: 
hervor, daB vor allem Carbamid- und L-Histidin-peroxohydrat 
in Dosen von 2,5 bzw. 3 mg pro Tag und Maus das Asciteswachstum 
erheblich verzégern; es kommt sogar vor, dafs der aus Abb. 1 ersichtliche 
Effekt noch iibertroffen wird und Gewichtssteigerungen unter der Be- 
handlung tiberhaupt ausbleiben (Tab. 1). Doch ist dabei zu beachten, daf} 
fehlende Gewichtszunahme nicht a priori mit fehlender Ascitesbildung 
gleichzusetzen ist, da eine Reduzierung des Gesamtkérpers unter dei 
Behandlung gewichtsmaBig eine entsprechende Ascitesbildung kompen- 
sieren kann. Zugleich gibt Tab. 1 AufschluB iiber die Dosisabhangigkeit 
der Effekte: Bei Carbamid-peroxohydrat wirken 2,5 mg/Maus deutlich 
stirker als 2 mg, bei Histidin-peroxohydrat liegt die 1,5-mg-Dosis an der 
unteren Grenze der Wirksamkeit. Bei einem Vergleich der 3 Perhydrate 
ist zu beriicksichtigen, daB Histidin- und Trigonellin-peroxohydrat an- 
naihernd denselben Per-O-Gehalt besitzen (8,45 bzw: 9,35°%), wahrend 
Carbamid-peroxohydrat mit rund 17°, erheblich mehr aktiven Sauerstoff 
enthalt. 

Tab. 1. Hemmung des Mause-Ascites-Carcinoms durch organische Peroxohydrate. 


Versuchsanordnung s. Methodik. Gewichtszunahme der Kontrollgruppe = 100°,. 
K = Kontrollgruppen; Per = Peroxohydrat-Gruppe. 





























Durch- Lebende Mittl. Lebensdauer 
Substanz Dosis: schnittl. Tiere der (Tage) pro Gruppe 
(Ligand: mg pro Maus} Gewichtszu- | Perhydrat- | ab Versuchsbeginn 
H,O, stets 1:1) | u. Tagi.p. |nahme (in %)| gruppen 
am 11.Tag | am 33. Tag* K Per 
Carbamid- 2 58 3 25 25 
peroxo- 2 28 8 24 44 
hydrat 2,5 0 8 1] 33 
L-Histidin- 3 1 8 24 53 
peroxo- 3 15 3 13 15 
hydrat 1,5 48 2 wis 24 
Trigonellin- 3 38 8 24 44 
peroxo- é 73 0 13 
hydrat 3 54 4 — 22 
* Die Kontrollgruppen waren am 33. Tage stets abgestorben bzw. vorher getétet (**). 
** Kontrollgruppe am 11. Tage zwecks Ascites-Untersuchung abgetétet. 


Die weitere Beobachtung der Mause nach Ende der Injektionsperiode 
(ab 12. Versuchstag) ergibt meist einen laufenden Anstieg des durch- 
schnittlichen Gruppengewichtes ; das wihrend der Behandlung gedampfte 
Asciteswachstum nimmt weiter zu. Im Durchschnitt kommt es zu einer 
Verlangerung der Lebensdauer, wie sie z. B. in Tab. 1 fiir die Situation 
am 33. Tage nach Versuchsbeginn angegeben ist. Wahrend zu diesem 
Zeitpunkt die Kontrolltiere abgestorben sind, ist von den Perhydrat- 
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gruppen bei ausreichender Dosis meist der gréBere Teil der eingesetzten 
Tiere noch am Leben. Die mittlere Lebensdauer pro Maus (Tab. 1) 
ist im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe am deutlichsten bei Car- 
bamid-, weniger ausgepragt bei Histidin- und nicht sicher bei Trigonellin- 
peroxohydrat verlangert. Die Beurteilung der am 33. Tage tiberlebenden 
Einzeltiere ergibt drei verschiedene Zustandsbilder: Ein Teil der 
Mause zeigt stark erhéhtes Kérpergewicht mit fortlaufend zunehmender 
Ascitesbildung, welcher die Tiere bald darauf erliegen. Ein weiterer Teil 
ist frei von Ascites, entwickelt jedoch solide Tumoren an der Bauchseite. 
In Einzelfallen schlieBlich beobachteten wir weder Ascitesbildung noch 
Ausbildung solider Tumoren; auch 60 Tage nach Versuchsende waren 
diese Tiere ohne Befund. 

Uber die Wirkung von Carbamid-peroxohydrat auf das Mause- 
Ascites-Carcinom in vivo liegt bereits eine Mitteilung vor: Nach Stecker] 
und Mitarbeitern!® wird die Lebensdauer der Ascites-Mause durch 
Carbamid-peroxohydrat (in geringerem Mae durch H,O,) auffallend 
verlangert, wobei der Tumor von der Ascites- in die solide Form umge- 
wandelt werden kann. Das Verhalten von Carbamid-peroxohydrat in 
unserer Versuchsanordnung fiihrte zu ganz ahnlichen Ergebnissen (s. 
Abb. 1 und Tab. 1). 

Unsere Versuche mit organischen Peroxohydraten in vitro® hatten 
ergeben, daB die Hemmung der anaeroben Glykolyse verbunden ist mit 
Senkungen der DPN®- und Steigerungen der Substrat-Konzentrationen 
(FDP und Triosephosphate). Da bei Behandlung von Ascites-Maéusen 
mit organischen Peroxohydraten die Ascitesbildung gewéhnlich ver- 
mindert, jedoch nicht véllig aufgehoben ist, laBt sich hier an entnomme- 
nen Ascitesproben die Frage beantworten, ob auch in vivo die orga- 
nischen Peroxohydrate DPN®- und Substrat-Konzentrationen in den 
Asciteszellen veraéndern und ob etwa die Zahl der Krebszellen im 
Ascites vermindert wird. Tab. 2-gibt AufschluB iiber die Zusammen- 
hinge zwischen Ascitesmenge, Zellzahl und DPN®-Konzentration unter 
der Behandlung mit organischen Peroxohydraten. 

Aus Tab. 2 geht hervor, daB Carbamid-peroxohydrat die abso- 
lute Ascitesmenge auf rund 50% vermindert und zugleich die Zellzahl 
pro cm’ Ascites auf 54—78% herabsetzt. Da aber die DPN°-Konzen- 
tration (16—27% pro cm® Ascites) noch erheblich starker herabgesetzt 
ist als die Zellzahl, wird offenbar die DPN°-Synthese in den Ascites- 
Krebszellen beeintrachtigt. Damit setzt sich die Wirkung des Carbamid- 
peroxohydrates aus drei Einzeleffekten zusammen: Verminderung der 
absoluten Ascitesmenge, der Zellzahl und der DPN®-Konzentration in 
den Zellen. Dadurch sind schlieBlich im Gesamtascites der Maus (Tab. 2) 
nur noch 8—13% der DPN®°-Menge enthalten, welche im Ascites unbe- 
handelter Tiere (100%) gefunden wird. 


15 F. Steckerl, A. Ofodile u. R. R. Campbell, Experientia [Basel] 15, 
423 [1959]. 
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Tab. 2. Zellzahlen und DPN®-Konzentrationen im Ascites wahrend der Behandlung 
mit organischen Peroxohydraten. 


Versuchsanordnung s. Methodik. Zellzahl der Kontrollen: 10—20- 10’ pro cm* 
Ascites. Genauigkeit der prozentualen Angaben etwa +. 10°. 




































Tag Werte der parallelen Kontrollgruppe = 100% 
Substanz und Dosis der : ‘ 
(pro Maus und Tag)| Ascites. | bsolute Zellzahl | %, DPN® im Ascites 
entnahme| Ascites- pro cm’ 

menge (°%,) | Ascites (°4) | pro cm® | pro Maus 
Carbamid- fs 50 78 27 13 
peroxohydrat 8. 44 72 21 9 
stets 2,5 mg 8. 52 54 15 8 
Histidin- 1,5mg 8. 99 70 68 67 
peroxo- 3 mg 9. 42 24 26 ll 
hydrat 3m 12. 42 38 35 15 
Trigonellin- a 50 86 37 19 
peroxohydrat 9. 95 62 66 63 
stets 3 mg 12. 128 62 70 92 







































Ein Versuch mit Histidin-peroxohydrat in einer unterschwelli- 
gen Dosis (1,5 mg/Maus, Tab. 2) lieferte ein aufschluBreiches Ergebnis: 
Von den drei Effekten (s. 0.) ist nur einer, die Senkung der Zellzahl pro 
em* Ascites auf 70°, schwach ausgepragt, waihrend absolute Ascites- 
menge und DPN®-Konzentration in den Zellen unverandert sind. (DPN° 
ist um denselben Anteil wie die Zellzahl vermindert). Wird dagegen die 
Dosis auf 3 mg erhoht, so nimmt nunmehr die Ascites-Bildung betracht- 
lich ab (auf 42%) und zugleich tritt eine starke Verminderung der Zell- 
zahl pro em? Ascites auf. Die Senkung der DPN®°-Konzentration aber 
geht nicht tiber die Senkung der Zellzahl hinaus: Pro cm* Ascites ist die 
prozentuale Verminderung von Zellzahl und DPN°® fast identisch (24 : 26 
und 38 : 35%), d. h. die DPN®-Konzentration im Zellinnern wird nicht 
vermindert. 


Obwohl Histidin-peroxohydrat damit nur zwei der obengenannten 
drei Effekte zeigt, sind diese doch so stark ausgepraigt, daB im Gesamt- 
ascites der Maus ebenfalls nur noch 11—15°, der DPN°-Menge von 
Kontrolltieren (100%) vorhanden sind. 


Trigonellin-peroxohydrat, welches durchweg an der Ascites- 
maus etwas schécher als Carbamid- und Histidin-peroxohydrat wirkt 
(siehe Abb. 1 u. Tab. 1), zeigt auch in Tab. 2 geringere und weniger ein- 
heitliche Effekte. Wahrend am 7. Versuchstage bei praktisch fehlender 
Verminderung der Zellzahl eine starke Senkung der Ascitesmenge sowie 
der DPN®-Konzentration in den Zellen vorliegt, sind am 9. und 12. Ver- 
suchstage nur die Zellzahlen (auf 62°%,) vermindert, nicht aber Ascites- 
menge und DPN? in den Zellen. 
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Meist findet man im Ascites nach Behandlung mit organischen Per- 
oxohydraten erhéhte Konzentrationen an FDP und Triosephosphaten, 
jedoch sind die Steigerungen von Tier zu Tier sehr unterschiedlich. Gegen- 
iiber den Kontrollen ist die Konzentration. von FDP auf das 2- bis 
18fache, die der Triosephosphate auf das 2- bis 10fache erhéht (in Tab. 2 
nicht mit aufgefiihrt). 


II. Organische Peroxyde 


1. Hydroperoxyde (R-OO-H) 


Die drei kauflichen Verbindungen tert.-Butyl-, Cumyl- und sog. 
,Cyclohexanon-hydroperoxyd“ (d.i. 1-Hydroxy-1’-hydroperoxy- 
dicyclohexyl-peroxyd) zeigten in unserer Versuchsanordnung an Ascites- 
mausen keine erkennbare cytostatische Wirkung (Dosierung: 1—3 mg/ 
Tag u. Maus i. p.; je 3 Versuchsgruppen zu 10 Tieren). 


30) 


Abb. 2. Wirkung von 1-Hydroxy- | ad 


ithyl-hydroperoxyd auf das K 
Kérpergewicht der Ascitesmaus. 9 

: 3 ; 26> 

Versuchsgruppen zu je 11 Tieren. 


K = Kontrollgruppe: 0,5 cm* 
Ringer-Lésung pro Maus u. Tag 2mg, 
i. p.; Peroxydgruppen: 1,8 bzw. 24) 
2mg/Maus u. Tagi. p. Injektions- 48mg 
periode: 2. bis 10. Versuchstag. 
Inokulation am 1. Versuchstag. 227 








Dagegen besitzt das 1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd ausge- 
pragte tumorhemmende Eigenschaften, welche deutlich dosisabhangig 
sind. Mit 0,5 mg bzw. 1 mg/Maus u. Tag i. p. war am Ende der 10tagigen 
Injektionsperiode lediglich die mittlere Gewichtszunahme der behan- 
delten Tiergruppen auf 51% bzw. 65% der Kontrollgruppen vermindert, 
die Lebensdauer jedoch nicht verlingert. Mit 1,5 mg/Maus u. Tag lieBen 
zwei weitere Versuchsgruppen neben verzogerter Gewichtszunahme deut- 
liche Wirkungen auf die Zahl der Krebszellen und den DPN°®-Gehalt 
erkennen. Mit 1,8 bzw. 2 mg/Maus u. Tag aber konnte die Herabsetzung 
der absoluten Ascitesmenge, der Zellzahl und des DPN®-Gehaltes — da- 
von zweimal an allen Tieren der Versuchsgruppe — als cytostatische 
Wirkung gesichert werden. Wir geben in Abb. 2 zwei Gruppenversuche 
mit 1,8 bzw. 2 mg 1-Hydroxy-ithyl-hydroperoxyd pro Maus u. Tag; 
man erkennt die drastische Beeinflussung des Kérpergewichtes, die einer 
echten Verzégerung des Asciteswachstums entspricht. 
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In Tab. 3 sind die erhaltenen Werte fiir Ascitesmenge, Zellzahl und 
DPN®-Konzentration des Ascites nach Behandlung mit 1,8 und 2,0 mg 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd zusammengestellt. 


Tab. 3. Menge, Zellzahl und DPN®-Konzentration des Ascites nach Behandlung mit 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd. (Versuchsanordnung, Zahlenangaben usw. wie in 








Tab. 2.) 
Dosis | Untersuchte Tiere Werte der Kontrolle = 100% 
ro Me 
ars Taz Bestim- absolute Zelizahl °/ DPN im Ascites 
‘ p Zahl mungs- |Ascitesmenge| pro cm?® 
ar tag (%) Ascites (°%) | pro em® | pro Maus 
1,8 mg 2 9. 39 46 39 15 
1,8 mg 10 11. 33 78 41 13 
2,0 mg 2 9. 38 40 38 14 
2,0 mg 1 11. 48 54 ; 29 14 




















Aus Fab. 3 ergibt sich zusammenfassend, da durch 1-Hydroxy- 
aithyl-hydroperoxyd sowohl Zellzahl wie absolute Ascitesmengen 
vermindert werden, wobei als weiterer Effekt eine Verminderung des 
DPN°-Gehaltes innerhalb der Zellen hinzutreten kann. Das 
letztere ist immer dann der Fall, wenn die prozentuale Senkung des 
DPN®-Gehaltes pro cm Ascites diejenige der Zellzahl erheblich iiber- 
trifft, siehe z. B. die Mittelwerte aus 10 (11) Tieren am 11. Versuchstage 
in Tab. 3. In noch starkerem MaBe als bei den organischen Peroxohy- 
draten (s. 0.) sind hier alle drei genannten Effekte ausgepragt. Ebenso wie 
in vitro® nimmt das 1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd damit auch in vivo 
durch seine starken cytostatischen Wirkungen eine Sonderstellung in 
der Gruppe der Hydroperoxyde ein. Es schlieBt sich in seinem Verhalten 
eher dem noch starker wirksamen Bis-hydroxymethyl-peroxyd (s. u.) an, 
mit dem es die Sequenz an) ae gemeinsam hat. 


2. Peroxocarbonsauren und Diacylperoxyde 

Fiir den Tierversuch sind freie Peroxocarbonsauren bzw. ihre 
Salze wegen zu hoher Labilitét der Persauerstoff-Bindung meist nicht 
geeignet. Als verwendbar erwies sich die Phthalmonopersaure, die 
wir in zwei verschiedenen Gruppenversuchen einsetzten (1,5 mg/Maus 
u. Tag i. p.; gelést in 0,1 em* Phosphatpuffer). Eine Beeinflussung des 
Asciteswachstums oder der Lebensdauer war nicht erkennbar. Auf Grund 
unserer in-vitro-Versuche sind cytostatische Effekte in vivo von Per- 
oxocarbonsauren auch kaum zu erwarten, da diese in Gegenwart von 
Serum sehr rasch unwirksam werden (siehe |. c.®). 

Tierexperimentell besser geeignet sind die Diacylperoxyde, die 
als maskierte Peroxocarbonsauren gelten kénnen. Die Hydrolysege- 
schwindigkeit der Diacylperoxyde und damit die Freisetzung des Per- 
sauerstoffs wird durch ihre Struktur stark beeinfluBt. Wir fanden, daB 
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am Mause-Ascites-Carcinom die folgenden Diacylperoxyde unwirksam 
sind: Dicaproyl- und Dilauroylperoxyd, saures Disuccin-, Diglutar- und 
Diphthalperoxyd sowie Dinicotinoylperoxyd. 

Von besonderem Interesse war in diesem Zusammenhang das Ver- 
halten des Dibenzoylperoxyds und der Acyl-benzoyl-peroxyde. 
Denn in vitro fanden wir® bei Benzoylperoxyden eine selektive starke 
Atmungshemmung, wahrend anaerobe Glykolyse und DPN®-Kon- 
zentration kaum beeinflu8t wurden. Damit eignen sich Benzoylperoxyde 
zur Beantwortung der Frage, ob selektive Inhibitoren der Zellatmung, 
welche die anaerobe Glykolyse nicht beeintrachtigen, das Wachstum des 
Ascitescarcinoms in vivo verzégern oder unterbinden kénnen. Wir 
priiften die folgenden Benzoylperoxyde (Dosen in mg/Maus u. Tag in 
Klammern): 

Dibenzoylperoxyd (0,5; 0,6; 0,75; 0,8; 0,9; 1,0) 
Nicotinoyl-benzoyl-peroxyd (0,6; 0,75; 0,8) 
Isonicotinoyl-benzoyl-peroxyd (0,5; 0,75; 0,8; 1,0) 
saures Succin-benzoyl-peroxyd (0,5; 0,7; 0,8; 0,9) 
saures Glutar-benzoyl-peroxyd (0,5; 0,9) 
Acetyl-benzoyl-peroxyd (0,5; 0,6) 


Keine dieser Verbindungen zeigt sichere tumorhemmende Effekte. 
Zwar liegen die Gruppen-Durchschnittsgewichte am Ende der Injektions- 
periode oft erheblich niedriger als die Kontrollwerte, die Lebensdauer 
ist jedoch gegeniiber den Kontrollgruppen nie verlangert, oft sogar ver- 
kiirzt. Die absoluten Ascitesmengen und die Zahl der Krebszellen pro 
cm’ Ascites sind nicht vermindert, die DPN®-Konzentration im Ascites 
ist nicht gesenkt. Der letztere Befund entspricht den Erwartungen, denn 
auch in vitro® setzen Benzoylperoxyde den DPN®-Gehalt der Ascites- 
zellen nicht herab. 


3. tert.-Butyl-persdureester 

Die tert.-Butyl-percarbonsaureester sind relativ stabile, jedoch in 
Wasser meist schwerlésliche Peroxyde. Bessere Wasserléslichkeit be- 
sitzen die sauren Dicarbonsaure-tert.-butyl-perester, die wir daher bevor- 
zugt im Tierversuch einsetzten. Keiner der gepriiften Perester fiihrte zu 
signifikanten Wachstumsverzégerungen des Ascitestumors oder zur Ver- 
langerung der Lebensdauer. Die nachstehende Ubersicht gibt AufschluB 
iiber die gepriiften Perester und die Dosierung (in mg/Maus u. Tag i. p.): 


saures tert.-Butyl-phthal-peroxyd (1 
saures tert.-Butyl-succin-peroxyd (2 
saures tert.-Butyl-glutar-peroxyd (5 
saures tert.-Butyl-malein-peroxyd (0,1; 
Succindipersiure-di-tert.-butylester (1 
tert.-Butyl-nicotinoyl-peroxyd (1 


In dieser Zusammenstellung fallt auf, daB auch das saure tert.- 
Butyl-malein-peroxyd vollig ohne Wirkung ist, obwohl diese Ver- 
bindung in vitro® (abweichend von allen anderen tert.-Butyl-perestern !) 
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sehr starke, durch Serum nicht abgeschwachte Inhibitoreffekte gegen- 
tiber Atmung und Garung von Ascites-Krebszellen zeigt. Das Versagen 
dieses Peroxyds in vivo kénnte auf seinem anders gearteten Wirkungs- 
spektrum (s. 1. c.*!) oder darauf beruhen, da’ infolge seiner hohen Toxi- 
zitat die anwendbaren Dosen (0,1 —0,5 mg/Maus u. Tag) nicht ausreichen, 
um das Tumorwachstum zu verzégern. Fiir diese Erklarung spricht das 
Ergebnis des Carcinolysetestes (s. Methodik), welcher sehr deutlich 
die hohe Hemmwirkung des sauren tert.-Butyl-malein-peroxyds auf dic 
Intwicklung des Ascitescarcinoms zeigt (s. hierzu Tab. 4). 
Tab. 4. Saures tert.-Butyl-malein-peroxyd im Carcinolyseversuch in vivo. 


(4 Gruppen zu je 10 Mausen, Beobachtungsdauer: 3 Wochen; Versuchsanordnung 
s. Methodik.) 








Konzentration Anzahl der Mause mit Ascites 
der Peroxyd-Lésung nach 10 Tagen nach 21 Tagen 
ROMMIN e! Bs em era es Gar ate eee 0 ] 
D2 SE So ese eg 3 5 
OU CT Wey aon ee ere Sh eee 9 9 
Kontrolle (0,2 cm? Ringer-Lésung) . 10 10 





Demnach vermag das Peroxyd in ausreichender Konzentration 
(0,05 m in Tab. 4) das Angehen des Ascitescarcinoms bei 90°% der Tiere 
zu verhiiten. Eine 0,025 m Lésung schiitzt nur noch 50% der Tiere und 
eine 0,01 m Lésung besitzt keine verhiitende Wirkung mehr. Dagegen 
sind saures tert.-Butyl-succin- und -glutar-peroxyd in gleicher Konzen- 
tration im Carcinolyseversuch wirkungslos. 

4. Bis-hydroxymethyl-peroxyd 

Die einfachste Verbindung aus der Gruppe der Bis-hydroxyalky]l- 
peroxyde, das Bis-hydroxymethyl-peroxyd, fiel schon in unseren in- 
vitro-Untersuchungen® durch hohe cytostatische Wirkung, weitgehende 
Stabilitat gegentiber Serum und starke DPN®-Senkungen auf. Wie wir 
bereits mitteilten? °, ist Bis-hydroxylmethyl-peroxyd gegeniiber dem 
Mause-Ascitescarcinom in vivo hochwirksam. In Abb. 3 ist ein charakte- 
ristischer Gruppenversuch mit abgestuften Dosen dargestellt. 

Abb. 3 gibt die Gewichte der Ascitesmiuse als jeweilige Gruppen- 
durchschnittswerte wieder. Die tigliche Dosis von 0,5 mg Bis-hydroxy- 
methyl-peroxyd pro Maus ist unterschwellig, denn diese Gruppe weist 
ein ebenso rasches Ascites-Wachstum auf wie die Kontrolle. Dagegen 
zeigen die Gruppen, welche 0,75, 0,8 und 1 mg erhielten, keine Gewichts- 
steigerungen. Die direkte Bestimmung der Ascitesmengen nach Tétung 
der Tiere am 10. Tage ergab, daB lediglich bei der mit 0,75 mg behan- 
delten Gruppe ein Tier Ascites gebildet hatte, wahrend die mit 0,8 und 
1 mg behandelten Gruppen frei von Ascitesbildung waren. Die in Abb. 3 
verabreichten Peroxyd-Dosen fiihren nicht zu Tierverlusten wahrend der 
Behandlung, auch eine Dosis von 1,2 mg pro Maus u. Tag wird bei 
10tagiger Behandlung toleriert. 
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Abb. 3. EinfluB von Bis-hydroxymethyl-peroxyd auf das Mause-Ascitescarcinom. 
5 Gruppen zu je 11 Tieren. Inokulation am 1. Versuchstage, vom 2. bis 10. Tage 
je 0,2 em? i. p. K = Kontrollgruppe (0,2 cm® Ringer-Lésung). Die Zahlen an den 
Kurven geben die Peroxyd-Dosis in mg/Maus u. Tag an. 


Werden bei gleicher Dosierung wie in Abb. 3 die Gruppen nach 
Behandlungsende am 11. Versuchstage am Leben gelassen, so bestatigt 
die weitere Beobachtung der Tiere den hohen cytostatischen in-vivo- 
Effekt des Bis-hydroxymethyl-peroxyds. Nach 0,75 mg pro Maus u. Tag 
tritt im Durchschnitt bei 2 bis 3 Tieren nachtraglich noch ein Ascites auf, 
wahrend einige der ascitesfreien Tiere im Laufe der folgenden Wochen 
einen soliden Tumor an der Bauchseite ausbilden, welchem die Tiere 
schlieBlich erliegen. Nach 0,8 und 1 mg bleiben meist alle eingesetzten 
Tiere nachtraglich ohne Ascites, auch die Umwandlung in solide Tumoren 
tritt nur in wenigen Fallen auf. Nach 1 mg pro Maus u. Tag waren in 
unseren Versuchen 50 bis 75% aller zu Versuchsbeginn einge- 
setzten Tiere nach 8 Monaten noch am Leben und ohne Befund. 
Erhéht man die Dosis auf 1,2 mg, so weichen die Ergebnisse nicht merk- 
lich von denen nach | mg ab. 

In Tab. 5 sind einige charakteristische Gruppenversuche mit Bis- 
hydroxymethyl-peroxyd zusammengestellt. Vers. I zeigt das typische 
Bild nach 10tagiger Verabreichung von 1 mg pro Maus u. Tag: Am 
Ende der Injektionsperiode ist das Kérpergewicht der Tiere deutlich 
abgesunken (—20%), Tierverluste sind nicht eingetreten. Am 30. Tage 
sind simtliche Peroxyd-Tiere ohne Ascitesbildung am Leben, wahrend 
die Kontrolltiere abgestorben sind. Auch bei Verkiirzung der Injektions- 
periode auf 6 Tage (Vers. II) wird das Ascites-Wachstum fast voll- 
staindig unterdriickt: Am 30. Tage leben noch 9 Tiere der Peroxydgruppe, 
davon eines mit Ascites, wahrend alle Kontrolltiere abgestorben sind. 
Wird die Injektionsperiode auf 4 Tage verkiirzt (Vers. III), so ist der 
volle Peroxydschutz nicht mehr gegeben: Von den am 34. Tage noch 
lebenden 8 Tieren der Peroxydgruppe wiesen zwei Ascites auf. 
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Tab. 5. Charakteristische Versuche mit Bis-hydroxymethyl-peroxyd am Mause- 
Ascitescarcinom. (K = Kontrollgruppe; Per = Peroxydgruppe.) 











Dosis Durch- Lebende Tiere 
Tierzahl | mg/ Zahl der schnittl. 
Nr. pro Maus | Injektions- | Gewichts- | am 11. Tag | am 30. Tag 
Gruppe | u.Tag tage anderung F 
i.p. am 11.Tag K Per K Per 
I 1] 1 10 —20% 11 11 0 1] 
II 10 1 6 —14%, 10 9 0 9 


(2.—7. Tag) | (—1% am 
16. Tag) 












































Ill 10 1 4 +0% 10 10 3 8 
(2.—5. Tag) ; 

IV 10 2mal 10 —20% 10 10 0 8 

0.6 

V 1] 1 10 +22% 7 6 0 3 
(5.—14.Tag) 

VI 11 ] f + 26% 1] 10 am il. Tag 
(4.—10. Tag) getotet 

(s. Text) 


Im Vers. IV verabreichte man an 10 Injektionstagen die tagliche 
Peroxyd-Dosis in zwei Teilen zu je 0,6 mg im Abstand von 12 Stdn. 
Diese Versuchsanordnung liefert praktisch die gleichen Ergebnisse wie 
Versuch I; infolge der haufigen Injektionen sind die Tiere jedoch starker 
durch interkurrente Schaden gefahrdet. 


In Vers. V und VI handelt es sich um sogen. Therapieversuche, 
in welchen die Behandlung erst nach 3- bzw. 4tagigem Wachstum des 
Ascites-Carcinoms begonnen wurde. Man beobachtet dabei regelmaBig, 
daB nach Einsetzen der Peroxyd-Behandlung die bereits in Gang ge- 
kommene steile Gewichtszunahme schlagartig in eine rasche Gewichts- 
abnahme tibergeht. Einzelne Tiere iiberstehen dieses Stadium nicht und 
sterben 3 bis 4 Tage nach Einsetzen der Behandlung, die anderen zeigen 
eine starke Daimpfung ihrer Ascitesbildung, die bei der Mehrzahl zum 
voélligen Verschwinden des Ascites fiihrt. 


In Abb. 4 ist ein typischer ,,Therapieversuch*‘ mit Bis-hydroxy- 
methyl-peroxyd wiedergegeben. Nach der Impfung mit Krebszellen am 
ersten Versuchstage erhielten die 10 Tiere der Peroxydgruppe am 2. und 
3. Tage je 0,5 cm’ Ringer-Lésung und vom 4. bis 10. Tage je 1 mg 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd i. p. Die Kontrollgruppe erhielt vom 
2. bis 10. Tage je 0,5 cm’ Ringerloésung i. p. 
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Abb. 4. Therapieversuch mit Bis- 
hydroxymethyl-peroxyd. 224 
K = Kontrollgruppe: 0,5 cm% 
Ringer-Lésung pro Maus u. Tag 
i.p. (10 Tiere). Per = 1 mg Bis- 204 { 
hydroxymethyl-peroxyd pro Maus 
u. Tag i. p. in 0,5 cm? Lésung vom 
4. (t) bis 10. Versuchstage (10 14 Per 
Tiere). + = Abgestorbenes Tier 18 
aus der Peroxydgruppe. , : 
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Wie Abb. 4 zeigt, sank nach Beginn der Behandlung das Durch- 
schnittsgewicht der Peroxydgruppe so rasch ab, daB am 8. Tage das Aus- 
gangsgewicht wieder erreicht war. Ein am 8. Tag verstorbenes Tier (18 g 
K6érpergewicht; + in Abb. 4) enthielt keinen Ascites, obwohl es am 4. Tag 
mit 20g Ké6rpergewicht sicher Ascites gebildet hatte. Die absolute 
Ascitesbestimmung nach Abtétung der restlichen 9 Tiere der Peroxyd- 
gruppe am 11. Versuchstage ergab folgendes Bild: 8 Tiere waren frei von 
Ascites, ein Tier wies 3,2 cm’ Ascites auf. Dagegen hatten in der Kontroll- 
gruppe alle Tiere Ascites gebildet (Gruppendurchschnitt: 5,7 cm® Ascites 
pro Maus). 

Auch in Therapieversuchen nach Art der Abb. 4 besteht strenge 
Dosisabhangigkeit: Die fiir Anfangsgewichte von 18 bis 20 g pro Maus 
ausreichende Dosis von 1 mg Bis-hydroxymethyl-peroxyd geniigt nicht 
mehr — wie weitere Versuche zeigten — fiir Ausgangsgewichte von 23 
bis 25 g. Im letzteren Falle liegen die Tiergewichte zu Beginn der Be- 
handlung am 4. Versuchstage bei rund 26 bis 28 g, so daB die Peroxyd- 
dosis entsprechend zu erhohen ist. 

Zellzahlen und DPN®-Gehalt des Ascites : Das aus Gewichts- 
kurven und Direktbestimmung der Ascitesmengen gewonnene Bild tiber 
die ,,therapeutische‘‘ Wirkung des Bis-hydroxymethyl-peroxyds wird 
durch die Ergebnisse der DPN®- und Zellzahlbestimmungen im 
Ascites zu verschiedenen Zeitpunkten nach Injektionsbeginn erganzt und 
bestatigt : 

Schon am 3. Injektionstag (d. i. 7. Versuchstag, Vers. V in Tab. 5) 
waren sowohl der DPN®-Gehalt wie auch die Zellzahl des Ascites auf 
rund 50% der Kontrolle vermindert. Dieser Befund spricht fiir eine rasch 
einsetzende, dem Absinken der Ascitesmenge vorauslaufende Wirkung 
des Bis-hydroxymethyl-peroxyds. Am 6. Injektionstage (d.i. 10. Ver- 
suchstag) ist der Peroxydeffekt noch starker ausgepraigt: Der DPN°- 
Gehalt pro cm? liegt jetzt bei 10 bis 15% der Kontrolle, und die Zellzahl 
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ist weiter auf 30 bis 40% abgesunken. Da nun auch die Ascitesverminde- 
rung erhebliches AusmaB erreicht, ist die absolute Menge an DPN® und 
an Krebszellen im Ascites pro Maus auf rund 5 bis 10% der Kontrolle 
vermindert. 


Untersucht man nach AbschluB der Injektionsperiode am 11. Vevr- 
suchstage (d. i. 7. Injektionstag, Vers. VI in Tab. 5) diejenigen Tiere, 
die noch Ascites aufweisen (das einzige asciteshaltige Tier in Abb. 4, 
vereinigt mit dem Ascites eines mit unterschwelliger Dosis behandelten 
Tieres), so liegen zu diesem Zeitpunkt die Zellzahl bei rund 20% und 
der DPN®-Gehalt bei 2 bis 7% pro cm* Ascites (Werte der Kontroll- 
gruppe = 100%). Man darf hier auf Grund der extrem niedrigen DPN°- 
Werte annehmen, daB die Ascitesriickbildung in den folgenden Tagen 
zum volligen Verschwinden des Ascites gefiihrt hatte. Zugleich geht aus 
derartigen Therapieversuchen hervor, da die Wirkung des Bis-hydroxy- 
methyl-peroxyds die drei obengenannten Effekte umfaBt: Verminderung 
der absoluten Ascitesmenge, Senkung der Zellzahl pro cm’ Ascites und 
Senkung des DPN®-Gehaltes innerhalb der Krebszellen. 


5. Derivate des Bis-hydroxymethyl-peroxyds 

Die starken cytostatischen Effekte des Bis-hydroxymethyl-peroxyds 
an der Ascitesmaus werden von seinen Derivaten, soweit wir sie bisher 
synthetisierten und priiften, bei weitem nicht erreicht. Auch solche Deri- 
vate, die gegentiber Asciteszellen in vitro® den Effekten des Bis-hydro- 
xymethyl-peroxyds gleichkommen, erweisen sich in vivo als viel weniger 
wirksam oder unwirksam. In Tab. 6 sind 11 Derivate mit Angaben tiber 
Dosierung und Wirkung an der Ascitesmaus zusammengestellt. Die Be- 
urteilung der Effekte erfolgt wiederum auf Grund der Gewichtskurven, 
des DPN®-Gehaltes im Ascites, der absoluten Ascitesmenge, der Zellzahl 
und der Konzentrationen von FDP und Triosephosphaten im Ascites 
(Tab. 6 enthalt nur die beiden erstgenannten Kriterien). 


Tab. 6 bringt nach dem Bis-hydroxymethy]-peroxyd selbst (I) zwei 
einseitig substituierte Derivate, die n-Butyl- (II) und die tert.- 
Butyl-Verbindung (III). Die verzégerte Gewichtszunahme 1laBt sich 
nicht sicher auf entsprechende Ascitesverminderung zuriickfihren, je- 
doch senken beide Verbindungen den DPN°-Gehalt des Ascites (gemessen 
an je 8 Tieren am 7.—9. Versuchstag), und die Zellzahl (pro em? Ascites) 
ist auf rund 80% herabgesetzt. 


Von den Piperidin-Derivaten IV, V, VI ist das n-Butyl-Derivat V 
praktisch wirkungslos (wie auch in vitro®!), wahrend das tert.-Butyl- 
Derivat IV die Gewichtszunahme stark verzégert und reproduzierbare 
DPN®°-Senkungen herbeifiihrt (gemessen an 8 Tieren am 7.—9. Versuchs- 
tage). Beim Dipiperidylderivat VI ergab die absolute Ascitesbestimmung, 
daB die verzégerte Gewichtszunahme mit der Senkung der Ascitesmenge 
auf 67%, tibereinstimmt. Da man bei IV und VI aber auch regelmaBig 
einen starken Anstau von FDP und Triosephosphaten im Ascites beob- 
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achtet, scheinen diese beiden Verbindungen im Gegensatz zu V eine 
echte in-vivo-Wirkung zu besitzen. 

Von den Glycin-Derivaten VII, VIII, LX zeichnet sich IX durch 
starke DPN®-Senkung aus, auch die Zellzahl pro cm® Ascites ist hier auf 
70% vermindert. (DPN®- und Zellzahl-Messungen an je 10—14 Tieren 
vom 7.—10. Versuchstag). Keines der 3 Glycin-Derivate fiihrt jedoch zu 
einer reproduzierbaren Herabsetzung der Ascites-Bildung. 

Bei den Derivaten X, XI und XII ist der Vergleich mit ihren Hemni- 
effekten in vitro interessant: X und XII hemmen in vitro® die anaerobe 
Glykolyse ebenso stark wie Bis-hydroxymethy!-peroxyd (I), wahrend sie 
in vivo (Tab. 6) véllig versagen (auch Ascitesmengen und Zellzahlen sind 
unverandert). Substanz XI dagegen, welche den DPN®-Gehalt des 
Ascites in vivo erheblich vermindert, zeigt in vitro nur sehr schwache 
Hemmeffekte. 

Zusammenfassend ergibt sich aus Tab. 6, da keines der dort aufge- 
fiihrten Derivate des Bis-hydroxymethy!-peroxyds dazu befahigt ist, an 
der Ascitesmaus gleichzeitig die Ascitesmenge, die DPN®°-Konzen- 
tration und die Zellzahl entscheidend zu senken. Der am _ haufigsten 
beobachtete Effekt ist die Verminderung des DPN°-Gehaltes im Ascites. 
Ob bei héherer Dosierung die cytostatischen Effekte sich verstarken 
wirden, laBt sich an der Ascitesmaus infolge der Toxizitaétsgrenzen nicht 
entscheiden. Wie Tab. 6 zeigt, verbietet die Toxizitat der meisten Deri- 
vate die Anwendung von Dosen, welche dem Persauerstoffgehalt des 
Bis-hydroxymethyl-peroxyds aquivalent sind. 

Erganzende Hinweise zur cytostatischen Wirkung der in Tab. 6 auf- 
gefiihrten Derivate liefert der Carcinolysetest, wie er in Abb. 5 fiir die 
beiden Piperidyl-Verbindungen IV und VI sowie die beiden Glycin- 
Derivate VII und VIII und fiir Bis-hydroxymethyl-peroxyd dargestellt 
ist. Hier ist die angewandte Peroxydlésung stets 0,04 m, da die Dosis im 
Carcinolyseversuch von der DL, unabhangig ist. Man erkennt, dafi Bis- 
hydroxymethyl-peroxyd das Angehen des Ascitescarcinoms vollig ver- 
hindert, wahrend die vier Derivate das Asciteswachstum bei einem Teil 
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Abb. 5. Bis-hydroxymethyl-peroxyd 
(I) und Derivate im Carcinolysetest. 
Angewandte Peroxydlésung stets 
0,04m. Je 10 Tiere pro Gruppe. 
K Kontrollgruppe; rom. Be- 
zifferung wie in Tab. 6. 
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der Tiere verzégern, bei dem anderen Teil der jeweiligen Versuchsgruppe 
ebenfalls véllig unterbinden. In der Kontrollgruppe zeigen alle Tiere 
bereits nach 2 Wochen starke Ascitesbildung; bei den mit Peroxyd be- 
handelten Gruppen sind 3 Wochen nach der Inokulation 0% (1) bis 
70% (IV) der Tiere befallen. 

Damit. bestatigt der Carcinolyseversuch die Ergebnisse der kura- 
tiven Versuche (Tab. 6): Derivate des Bis-hydroxymethyl-peroxyds be- 
sitzen zwar gewisse asciteshemmende Eigenschaften, erreichen aber nicht 
die hohe Wirkung der Ausgangssubstanz. 


Der Thiazolidin-Test 
(Experimentelle Bearbeitung Dr. Anna-Maria Fretzdorff) 

Als intrazellulare Angriffspunkte organischer Persauerstoff-Verbin- 
dungen kommen u. a. leicht oxydable Schwefelatome in Betracht. Seit 
langem ist bekannt, daB organische Sulfide mit Persauerstoff-Verbindun- 
gen, wie z. B. Hydrogenperoxyd, Hydroperoxyden und Percarbonsauren 
rasch unter Bildung von Sulfoxyden oder Sulfonen reagieren. Um die 
Reaktionsfahigkeit der von uns eingesetzten Persauerstoff-Verbindungen 
abschaétzen und mit den biologischen Effekten vergleichen zu kénnen, 
priften wir verschiedene organische Schwefelverbindungen auf ihre 

tignung als Testsubstanzen fiir Oxydationsversuche in vitro. Wahrend 
Cystein, Cysteamin, Methionin und Glutathion sich als wenig geeignet er- 
wiesen, lieferten Thiazolidinverbindungen, wie z. B. die Kondensations- 
produkte aus Cystein und Zuckern!®, bessere Ergebnisse. Experimentell 
am giinstigsten verhielt sich die einfache T hiazolidin-carbonsaure-(4), 
welche stérende Nebenreaktionen nicht erkennen lat. Die im UberschuB 
eingesetzte, gut wasserlésliche Sdure wird von den organischen Persauer- 
stoff-Verbindungen je nach deren Reaktionsfahigkeit mehr oder weniger 
rasch oxydiert; unter identischen Versuchsbedingungen (Konzentration, 
Temperatur, pH, Zeit) sind die Ergebnisse exakt reproduzierbar. 

Tab. 7 gibt einen Uberblick itiber das Verhalten von 12 in der vor- 
liegenden Arbeit eingesetzten organischen Persauerstoff-Verbindungen 
gegeniiber Thiazolidin-carbonsavre-(4) in vitro. Aus réumlichen Griinden 
enthalt die Tabelle nur die mit der héheren Persauerstoff- und Substrat- 
konzentration (0,05 m : 0,025 m) nach 5, 30 und 60 Min. erhaltenen Er- 
gebnisse, wahrend die nach 15 und 45 Min. sowie die mit der niedrigeren 
Konzentration (s. Methodik) erhaltenen Ergebnisse weggelassen sind. 
Zur Kontrolle fiihrten wir Parallelversuche unter genau gleichen Bedin- 
gungen, jedoch ohne Zusatz von Thiazolidincarbonsaure aus. Dabei ver- 
inderten die in Tab. 7 angefiihrten Verbindungen ihren Persauerstoff- 
gehalt innerhalb 60 Min. nicht. Das Absinken des akt. O in den Versuchs- 
lésungen ist somit auf die Reaktion mit Thiazolidincarbonsaure zuriick- 


zuftihren. 


16 G. Weitzel, J. Engelmann u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 315, 236 
(1959). 
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Tab. 7. Reaktionsfahigkeit organischer Persauerstoff-Verbindungen gegeniibe: 
Thiazolidin-carbonsaure-(4). 


Versuchsanordnung: s. Methodik. Thiazolidincarbonsiure: Persauerstoff-Verbir - 
dung stets 0,05m : 0,025m. 











noch vorhandener akt. O in % nach 
Substanz ; : ‘ 

5 Min. 30 Min. 60 Min. 
Carbamid-peroxohydrat ..... . 82,5 60,6 54,4 
Histidin-peroxohydrat. ...... 80,4 59,5 52,7 
Trigonellin-peroxohydrat. . ... . 83,0 62,2 55,4 
tert.-Butyl-hydroperoxyd ..... 84,0 80,7 77,0 
n-Butyl-hydroperoxyd. ...... 77,8 70,0 63,7 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd. . . 80,4 . 64,0 56,3 
saures tert.-Butyl-succin-peroxyd . . 88,3 87,8 87,2 
saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. . 99,3 67,8 54,0 
saures tert.-Butyl-glutar-peroxyd . . 88,3 87,8 87,5 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd ... . 81,0 63,2 58,6 
Hydroxymethyl-n-butyl-peroxyd . 95,0 83,7 74,0 
Hydroxymethyl-tert.-buty]- peroxyd . 97,5 96,2 92,7 











a 


In Tab. 7 finden sich zunachst die mit Carbamid-, Histidin- und 
Trigonellin-peroxohydrat erhaltenen Ergebnisse. Praktisch in 
gleicher Weise zeigen diese drei Peroxohydrate in den ersten 5 Min. einen 
Abfall des aktiven Sauerstoffs auf rund 80%, nach 30 Min. auf rund 
60°, und nach 60 Min. auf 53 bis 55%. Die mit der halben Konzentration 
erhaltenen Ergebnisse (nicht in Tab. 7 wiedergegeben) zeigen einen er- 
heblich geringeren Persauerstoffverlust, denn nach 60 Min. sind noch 
70—75% des eingesetzten Persauerstoffs vorhanden. Grundsatzlich stim - 
men die Peroxohydrate darin iiberein, da ihr Oxydationsvermégen gegen- 
tiber der Thiazolidinverbindung stark konzentrationsabhangig ist. 


In der Gruppe der Hydroperoxyde ergibt der Vergleich zwischen 
tert.-Butyl- und n-Butyl-hydroperoxyd, daf} die n-Butyl-Verbindung 
ihren Persauerstoff rascher abgibt. Wahrend das tert.-Butyl-hydroper- 
oxyd erst nach 60 Min. auf 77% akt. O a ist, erreicht das 
n-Butyl- hydroperoxyd diesen Wert bereits nach 5 Min. und ist nach 
60 Min. auf 64°, % abgesunken. Dieser Unterschied zwischen den beiden 
Hydroperoxyden ist streng reproduzierbar und wird auch durch die in 
Tab. 7 nicht enthaltenen Werte nach 15 und nach 45 Min. bestatigt. Auch 
beim Einsatz der halben Konzentrationen (0,025 m : 0,0125 m) ist die 
unterschiedliche Reaktionsfihigkeit erkennbar. Das 1-Hydroxyathyl- 
hydroperoxyd weicht von den beiden Butylverbindungen ab: Nach 30 
Min. ist es bereits auf 64°, nach 60 Min. auf 56°, abgesunken, d. h. seine 
Reaktionsfahigkeit gegeniiber Thiazolidincarbonsaure ist deutlich groBer. 


Von den drei sauren tert.-Butyl-dicarbonsaure-perestern 
zeigen das tert.-Butyl-succin- und das -glutar-peroxyd eine praktisch 
identische, nur langsam sich entwickelnde Oxydationswirkung; nach 
60 Min. sind noch 87% des Persauerstoffgehaltes vorhanden. Ganz anders 
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verhalt sich die analoge Maleinséureverbindung: Von dieser sind nach 
30 Min. noch 68%, nach 60 Min. nur noch 54% des urspriinglichen 
Persauerstoffs nachweisbar. Das Verhalten dieser drei Dicarbonsaure- 
tert.-butyl-peroxyde im Thiazolidintest stimmt mit ihrem Verhalten 
gegentiber Asciteszellen in vitro® und in vivo (s. 0.) tiberein: Wah- 
rend die beiden gesittigten Dicarbonsaurederivate biologisch stets wir- 
kungslos sind, erweist sich die Maleinsiureverbindung als starker Inhi- 
bitor fir Atmung und anaerobe Glykolyse der Asciteszellen® und als 
wirksam im Carcinolysetest (s.o.). In Tab. 7 fallt auf, daB das saure 
tert.-Butyl-malein-peroxyd im Thiazolidin-Test nach 60 Min. mit 54% 
noch vorhandenem Persauerstoff praktisch den gleichen Wert erreicht 
wie die biologisch wirksamen Peroxohydrate und das 1-Hydroxy-athyl- 
hydroperoxyd (s. 0.). 

SchlieBlich bringt Tab. 7 die Ergebnisse des Thiazolidin-Testes fiir 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd und zwei seiner Derivate. Die fiir 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd ermittelten Werte sind mit 81, 63 und 58% 
denen des 1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyds sehr ahnlich. Die beiden 
Derivate dagegen reagieren erheblich langsamer mit Thiazolidincarbon- 
siure, wobei die n-Butyl-Verbindung nach 60 Min. noch 74%, die tert.- 
Butyl-Verbindung sogar noch 93% des urspriinglichen Persauerstoff- 
gehaltes besitzt. Wie oben bei n-Butyl- und tert.-Butyl-hydroperoxyd 
ist auch hier die n-Butyl-Verbindung reaktionsfahiger, doch bleibt sie 
weit hinter der Reaktionsfaihigkeit des Bis-hydroxymethyl-peroxyds 
zurick. Damit stimmt iiberein, daB beide Derivate an der Ascitesmaus 
nur schwache Effekte zeigen, wie aus Tab. 6 hervorgeht (dort als Sub- 
stanzen IT und III angefiihrt). 

Vergleicht man die tierexperimentellen Ergebnisse mit denen des 
Thiazolidintestes, so ergibt sich, daB an der Ascitesmaus nur diejenigen 
Verbindungen deutliche Effekte zeigen, welche im Thiazolidin-Test 
(Tab. 7) innerhalb 60 Min. zur Abnahme des Persauerstoffs auf 
weniger als 60% fiihren. Dagegen besitzen Verbindungen, die im 
Thiazolidin-Test geringere Verluste an aktivem Sauerstoff erleiden 
(Abnahme auf 95—60%), keine nennenswerten Hemmwirkungen 
gegeniiber dem Ascitescarcinom in vivo. Die Prifung saimtlicher Per- 
sauerstoff-Verbindungen der vorliegenden Arbeit im Thiazolidin-Test 
ergab, daB unter den Verbindungen mit schwacherem Oxydationsver- 
moégen (O-Abnahme auf 95—60%) keine existiert, welche das Wachstum 
des Ascitescarcinoms in vivo annaihernd so wirksam verzégert, wie es 
z. B. bei den organischen Peroxohydraten, bei 1-Hydroxy-athyl-hydro- 
peroxyd oder bei Bis-hydroxymethyl-peroxyd der Fall ist. Dieser tiber- 
raschende und offenbar nicht zufallige Befund diirfte sich daraus er- 
klaren, daB zur Hemmung des sehr rasch wachsenden Ascitescarcinoms 
die wirksame Persauerstoff-Verbindung ausreichende Oxydations- 
geschwindigkeit entwickeln muB. Unter den Versuchsbedingungen des 
Thiazolidin-Testes nach Tab. 7 liegt somit der Grenzwert des erforder- 
lichen Oxydationsvermégens beirund 40% Persauerstoff-Verlust in 60 Min. 
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Diskussion 


Die Befunde der vorliegenden Arbeit erlauben in Verbindung mii 
friiheren Beobachtungen!-8 eine Reihe von Aussagen, die fiir die Theorie 
der Wirkungsweise organischer Persauerstoff-Verbindungen im Ver- 
suchstier von Interesse sind: 

1rundsiatzlich erscheint uns eine einseitige Betrachtung des Problems 
lediglich aus der Sicht des einfachen Hydroperoxyds nicht gerecht- 
fertigt. Denn es ist unwahrscheinlich, da} freies Hydroperoxyd extra- 
oder intrazellular Bestand hat. Soweit es nicht sofort durch Katalase 
zerlegt wird, diirfte es entweder mit organischen Liganden koordinative 
Bindungen eingehen oder geeignete Substanzen der Zelle in organische 
Peroxyde umwandeln. Daf Proteine Hydroperoxyd fest binden kénnen!’ 
und daB geeignete organische Liganden Hydroperoxyd sogar dem Angriff 
der Katalase weitgehend entziehen kénnen®, ist sichergestellt. Auch zur 
Deutung der cytostatischen Strahleneffekte wird allgemein angenommen, 
daB als wirksame Persauerstoff-Verbindung dabei nicht einfaches Hydro- 
peroxyd fungiert, sondern da organische Peroxohydrate oder Peroxyde 
entstehen, denen die eigentliche chemische Strahlenwirkung zukommt!®. 
— Die Angaben der Literatur tiber Hemmwirkungen von einfachem 
H,O, in vivo sind widerspruchsvoll: Einige Autoren beobachteten Ver- 
zogerungen des Tumorwachstums an der Ascitesmaus!®, wahrend andere!® 
keine Effekte sahen. 

Fiir die in der vorliegenden Arbeit im Tierversuch eingesetzten 
organischen Peroxohydrate ergibt der Vergleich mit den in-vitro- 
Ergebnissen (s. 1. c.*), daB auch am Ascitescarcinom in vivo ausgepragte 
Hemmeffekte nachweisbar sind, deren Ausma durch denorganischen 
Trager deutlich variiert wird. Damit scheint der organische Ligand 
des Hydroperoxyds eine ahnliche Rolle wie der Ligand in den Metall- 
Koordinationsverbindungen zu spielen, bei denen ebenfalls je nach 
Struktur des Liganden (und damit der gesamten Koordinationsver- 
bindung) spezielle Eigenschaften der Partner verstarkt hervortreten oder 
abgeschwacht werden. 

Bei den organischen Peroxyden wird die Wirkung im Tier- 
versuch durch die Struktur des organischen Restes in héherem Mabe 
beeinfluBt als bei den Peroxohydraten. Unsere Befunde zeigen, daB von 
einem relativ umfangreichen Peroxydspektrum nur sehr wenige Ver- 
bindungen befahigt sind, das Wachstum des Ascitescarcinoms in vivo 
zu verzogern. Es ist daher verstandlich, dafi in der einzigen, im Schrift- 
tum auffindbaren Mitteilung!® tiber die Wirkung organischer Persauer- 
stoff-Verbindungen am Tumortier neben dem als wirksam erkannten 


17 W. Dirscherl u. K. Mosebach, Naturwissenschaften 41, 552 [1954]. 

18 Siehe M. Haissinsky, ,,Organic Peroxides in Radiobiology“, Pergamon 
Press, New York 1958. 

19 M. Chorazy, A. Gettlich, L. Géral, B. Koloczek, E. Molawka, 
B. Penar u. Z. Szweda, Nature [London] 182, 394 [1958]; K.Suguira, ebenda 
182, 1310 [1958]. 
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Carbamid-peroxohydrat (s. 0.) die 4 gepriiften Peroxyde — Hydroxy- 
heptyl-peroxyd, p-Menthan-hydroperoxyd, Dicumyl-peroxyd und saures 
Disuccin-peroxyd — samtlich wirkungslos waren. 

Zur Deutung unserer tierexperimentellen Ergebnisse ist die Kenntnis 
der Stabilitat und des Oxydationsvermégens der jeweiligen Persauer- 
stoff-Verbindung unerlaBlich, wobei jedoch die tiblichen physiko-chemi- 
schen Daten weniger aufschluBreich sind als direkte Bestimmungen der 
Reaktionsgeschwindigkeit mit leicht oxydablen, méglichst zellvertrauten 
organischen Verbindungen. Der unter diesen Gesichtspunkten von uns ent- 
wickelte Thiazolidin-Test fiihrt (wie oben bereits behandelt) zu der 
iiberraschenden Aussage, da die am Ascitescarcinom der Maus wirk- 
samen Persauerstoff-Verbindungen gegentiber den unwirksamen durch 
deutlich héhere Oxydationsgeschwindigkeit ausgezeichnet sind. Es sei 
jedoch hervorgehoben, daB dies nur eine der Kigenschaften ist, welche 
fiir die Wirkung an der Ascitesmaus erforderlich zu sein scheinen. 


Zur Erklarung der auffallenden Wirkung des Bis-hydroxyme- 
thyl-peroxyds muB man davon ausgehen, da diese Verbindung in 
vitro nur zégernd mit Serum und gar nicht mit Katalase reagiert®. Der 
Thiazolidintest liBt dagegen auf eine relativ hohe Reaktionsfahigkeit 
gegenitiber organischen Sulfiden schlieBen. Nach unseren Erfahrungen 
gentigen jedoch diese drei Eigenschaften noch nicht zur Erklarung der 
hohen in-vivo-Wirksamkeit des Bis-hydroxymethyl-peroxyds. Vielmehr 
ist anzunehmen, daB hier als weitere Eigenschaft dieser Substanz deren 
Fahigkeit hinzukommt, alkylierend zu wirken. Wie sich aus den 
beschriebenen Synthesen ergibt, lat sich das Bis-hydroxymethy]- 
peroxyd (I) ein- oder beidseitig nach Art einer Hydroxymethylierungs- 
Reaktion z. B. mit sekundaren oder primaren Aminen kondensieren, 
wobei als reaktionsfaihige Zwischenstufe ein resonanzstubilisiertes 
Carbeniumion auftreten diirfte. Es ist daher wahrscheinlich, da in vivo 
beide Effekte, Alkylierung und Oxydation, an der Wirkung des Bis- 
hydroxymethyl-peroxyds beteiligt sind. Als Reaktionspartner der Alky- 
lierung kommen in vivo neben primaren oder sekundaren Aminen auch 
andere reaktionsfahige Gruppen (SH-, CH-acide Verbindungen, z. B. 
Oxalessigsiure und andere. /-Ketoséuren) in Betracht (s. Schema). 
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Die Tatsache, daB alle synthetisierten, beidseitig substituierten 
Derivate des Bis-hydroxymethyl-peroxyds viel schwacher oder gar 
nicht an der Ascitesmaus wirksam sind, 1a8t sich damit erklaren, da/} 
durch die Substitutionen nicht nur das Oxydationsvermégen absinki 
(s. Thiazolidintest), sondern zugleich auch die Alkylierungsfahigkeit 
verloren geht. 

Ks erhebt sich die Frage, ob aus den Ergebnissen der in-vitro-Ver- 
suche an Asciteszellen zusammen mit den Ergebnissen des Thiazolidin- 
testes Vorhersagen tiber die zu erwartende Wirkung einer Persauerstoff.- 
Verbindung am Ascitescarcinom in vivo méglich sind. In der Tat sind 
die in der vorliegenden Arbeit an der Ascitesmaus als wirksam erkannten 
Verbindungen saémtlich auch in vitro gegeniiber Asciteszellen hoch 
wirksam und im Thiazolidintest durch héhere Reaktionsgeschwindigkeit 
gekennzeichnet. Dies trifft zu fiir die organischen Peroxohydrate, das 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd, das Bis-hydroxymethyl-peroxyd und 
mit Einschrankung (s. 0.) fiir das saure tert.-Butyl-malein-peroxyd. Um- 
gekehrt findet sich unter den in vitro gegeniiber Asciteszellen nur schwach 
wirksamen.und im Thiazolidintest langsam reagierenden Verbindungen 
keine, die im Tierversuch das Wachstum des Ascitescarcinoms nennens- 
wert verzégert. Es gibt allerdings organische Persauerstoffverbindungen. 
die hohe Hemmeffekte gegeniiber Asciteszellen in vitro (s. 1. ¢.*) zeigen, 
jedoch an der Ascitesmaus versagen; doch erfiillen diese Verbindungen 
nicht die Bedingungen des Thiazolidintestes. Fiir die Hemmung des 
Asciteswachstums ist offenbar eine geniigend hohe Reaktionsfahigkeit 
der Persauerstoffverbindung erforderlich, so daB stark maskierte Per- 
oxyde zur Erzielung der notwendigen Zellschadigung nicht gentigend 
aggressiv sind. Somit geben die in-vitro-Bestimmungen durchaus Hin- 
weise fiir den zu erwartenden Wirkungsgrad in vivo; jedoch gilt dies nur 
fir das Ascitescarcinom der Maus beiintraperitonealer Injektion, 
nicht aber fiir tumorferne Applikation, andere Tumoren oder andere 
Tierarten. 

Stiitzt man sich bei der Beurteilung cytostatischer Effekte an der 
Ascitesmaus lediglich auf Gewichtskurven und Lebensdauer, so sind 
tiber die Wirkungsunterschiede einzelner Substanzen nur summarische 
Aussagen méglich. Abweichend von der bisher tiblichen Arbeitsmethodik 
an Ascitesmaéusen ziehen wir als weitere Kriterien die Bestimmung der 
absoluten Ascitesmengen, der Zahl der Krebszellen sowie des Gehaltes 
von DPN®, FDP und Triosephosphaten im Ascites hinzu. Dadurch 
gelingt es, die Wirkungsart der einzelnen Substanzen besser zu differen- 
zieren. So zeigt sich z. B., daB der DPN®-Gehalt im Ascites als empfind- 
licher und zuverlassiger Indikator fiir cytostatische Wirkungen in vivo 
verwendbar ist. Dagegen tritt ein Anstau von FDP und Triosephosphaten 
nicht regelmaBig auf; oft auBert sich die Stoffwechselschadigung auch 
in starken Schwankungen der Substratkonzentrationen, die dann keine 
sicheren Riickschliisse erlauben. Im allgemeinen beobachten wir bei den 
am Ascitescarcinom in vivo wirksamen Persauerstoff-Verbindungen, 
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daB dem Absinken der DPN®-Konzentration eine entsprechende Abnahme 
der Zahl der Krebszellen pro cm* folgt. Da bei den hochwirksamen 
Peroxyden, wie Bis-hydroxymethyl-peroxyd und 1-Hydroxy-athy]l- 
hydroperoxyd, die DPN®-Verminderung wesentlich starker ist, als es der 
prozentualen Abnahme der Zellzahl entspricht, ist zu schlieBen, dab 
die DPN®-Senkung nicht nur durch Erniedrigung der Zellzahl, sondern 
zusatzlich durch Abnahme des intrazelluléren DPN®-Gehaltes zu- 
standekommt. Dagegen beobachten wir bei den schwacher wirksamen 
Persauerstoff-Verbindungen sowohl Senkungen der Zellzahl ohne dariiber 
hinausgehende DPN®-Verminderung wie auch DPN®-Verminderungen 
ohne entsprechende Senkung der Zellzahl. Es mu8 offen bleiben, ob die 
Abnahme der Anzahl der Krebszellen im Ascites lediglich eine Folge 
der DPN®-Verminderung ist, welche die Zelle durch Senkung der Glyko- 
lyserate in ein Ruhestadium und damit zum Teilungsstop zwingt, oder 
ob die Abnahme der Zellzahl auf einer zusatzlichen Mitoseschadigung 
beruht, die nichts mit der DPN®-Senkung zu tun hat. 

Eindrucksvoll erscheint in diesem Zusammenhang der oben be- 
schriebene ,,Therapieversuch“ mit Bis-hydroxymethyl-peroxyd, welcher 
zeigt, daB unter der Peroxydwirkung auch der bereits voll ausgebildete 
Ascites einen raschen DPN®-Verlust mit fortlaufender Abnahme bis zum 
volligen Verschwinden der Krebszellen erleidet, wobei zugleich der ge- 
samte Ascites resorbiert wird. 


Fir wertvolle Mitarbeit danken wir Fraulein Dr. Anna-Maria Fretzdorff, 
Fraulein Lydia Zimmer, Fraulein Irmgard Dunker und Fraulein Anke David. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sachbei- 
hilfe. 


Zusammenfassung 


Am Ascitescarcinom der Maus (Ehrlich) bestimmte man nach 
intraperitonealer Injektion von organischen Peroxohydraten und 
Peroxyden Gewichtszunahme, absolute Ascitesmenge und Lebens- 
dauer der Tiere sowie Zahl der Krebszellen und DPN®-, Triosephosphat- 
und Fructosediphosphat-Konzentrationen im Ascites. 

Carbamid-, Histidin- und Trigonellin-peroxohydrat verzégern das 
Asciteswachstum, verlangern die Lebensdauer und senken im Ascites 
Zellzahl und DPN®-Gehalt. Der organische Ligand variiert den Effekt 
des Peroxohydrates. 

Von den organischen Peroxyden sind — soweit geprift — 
Peroxocarbonséuren, Diacylperoxyde, tert.-Butyl-percarbonsaure-ester 
und fast alle Hydroperoxyde ohne Wirkung. Dagegen sind von den 
Hydroxyalkyl-peroxyden das 1-H ydroxy-athyl-hydroperoxyd und 
vor allem das Bis-hydroxymethyl-peroxyd stark wirksam. Unter 
den Substitutionsprodukten des Bis-hydroxymethyl-peroxyds sind die 
hier anfgefihrton Verbindungen weniger wirksam. 
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Bis-hydroxymethyl-peroxyd vermag das Wachstum des Ascites. 
carcinoms vollig zu unterbinden und ein seit mehreren Tagen im Wachs. 
tum befindliches Ascitescarcinom wieder zur Riickbildung zu bringen. 
Dabei sinken DPN® und Zellzahl rasch ab, gefolgt von der Resorption 
des Ascites. 


Die Sonderstellung des Bis-hydroxymethyl-peroxyds diirfte darau‘ 


beruhen, daB es oxydierend und alkylierend wirkt. 

Zur Bestimmung des Oxydationsvermégens organischer Persauer- 
stoffverbindungen in vitro wird ein Test beschrieben, in welchem dic 
zeitliche Abnahme des aktiven Sauerstoffs in Gegenwart von Thiazolidin- 
carbonsaure-(4) gemessen wird. Die damit erhaltenen Ergebnisse liefern 
Parallelen zu den in-vivo-Befunden. 


Summary 


Mice, infected with Ehrlich ascites carcinoma, were injected intra- 
peritoneally with organic peroxohydrates and peroxides. The increase 
in weight, the absolute amount of ascites, length of life of the animals, 
the number of cancer cells and the concentration of DPN®, triose phos- 
phate and fructose diphosphate in the ascites were then determined. 

The peroxohydrates of carbamide, histidine and trigonelline delay 
the growth of the ascites, increase the life of the animal and decrease 
the ascites cell count and DPN® content. The effect varies according to 
the organic ligand of the peroxohydrate. 

Of the organic peroxides so far tested, peroxocarboxylic acids, 
diacyl peroxides, tert.-butyl percarboxylic acid esters and nearly all 
hydroperoxides are inactive. Of the hydroxyalkyl peroxides, however, 
|-hydroxyethyl-hydroperoxide and especially bis-hydroxymethyl-per- 
oxide are strongly active; but substitution products of bis-hydroxyme- 
thyl-peroxide so far mentioned here have been found to be less active. 

Bis-hydroxymethyl-peroxide can completely stop the growth of 
ascites carcinoma and cause the degeneration of an ascites carcinoma 
which has been growing for several days. There is a rapid decrease in 
DPN® and cell numbers, followed by absorption of the ascites. The 
exceptional properties of bis-hydroxymethyl-peroxyde may be due to 
its ability to act as both an oxidising and an alkylating agent. 

A test is described for the in vitro determination of the oxidising 
power of organic peroxides, in which the rate of decrease of active oxygen 
is measured in the presence of 4-thiazolidine-carboxylic acid. The results 
show a correlation with those found in vivo. 


Prof. Dr. Dr. Giinther Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitat Tiibingen, Gmelinstr. 8. 
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Die Analyse der tryptischen Peptide 
des Pferdehamoglobins 
Von 
G. Braunitzer und G. Matsuda* 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1961) 


In den Hamoglobinpartikeln vom Pferd kénnen 2 N-terminale Sequenzen 
nachgewiesen werden, namlich Val-Leu und Val-Glu-Leu!. Quantitative Unter- 
suchungen ergaben, daB jede Sequenz zweimal im Hiamoglobin vorkommt, d .h. 
das Protein enthalt 4 Peptidketten, von denen je zwei identisch vorliegen?. 

Das Pferdehimoglobin ist nicht einheitlich: es kann sowohl elektrophoretisch ® 
als auch durch Saulenchromatographie* in zwei Komponenten zerlegt werden; man 
unterscheidet zwischen einer auf der Saule schnellen und einer langsamen Kom- 
ponente*. Wir berichten iiber die Analyse der tryptischen Peptide der «-Kette der 
langsamen Komponente. 

Das Hamoglobin wurde in Anlehnung an Drabkin® gewonnen. Die Trennung 
der beiden Hamoglobine wurde iiber Carboxymethylcellulose durchgefiihrt®, die 
Entfernung des Hams erfolgte nach der Aceton-HCl-Methode’. Zur Isolierung der 
a-Kette wurde das Verfahren von Craig mit Erfolg angewandt®. 50 «Mol des Pro- 
teins wurden, wie friither beschrieben, nach Harnstoff-Denaturierung® mit Trypsin 
gespalten und das Hydrolysat iiber Dowex 1X2 chromatographiert!°. Die einzelnen 
isolierten Peptide wurden, nach anschlieBender Reinigung, durch quantitative 
Analyse charakterisiert 4. Die Ergebnisse sind in der Tabelle wiedergegeben. Zum 
Vergleich wurden die entsprechenden Spaltprodukte aus Humanhamoglobin gegen- 
iibergestellt. Die Reihenfolge wurde nach ihrer Folge innerhalb der «-Kette, wie 
sie im Humanhamoglobin nachgewiesen wurde, angeordnet?*. 

Aus den Ergebnissen dieser Untersuchungen -geht hervor, daB samtliche 
tryptischen Peptide des Human- wie des Pferdehamoglobins dieselbe Anzahl von 
Aminosaureresten enthalten, d.h. die «-Ketten des Pferdehamoglobins und des 


* Standige Anschrift: Biochemisches Institut, Med. Fakultat der Universitat 
Nagasaki, Japan. 

1 F. Sanger, Nature [London] 162, 491 [1948]. 

2 G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]; M. Levitt u. H.S. Rhinesmith, 
J. Amer. chem. Soc. 82, 975 [1960]. 

3 R. Cabanes u. C. Serain, C. R. Séance Soe. Biol. filiales 149, 1193 [1955]. 

4M. F. Perutz, L. K. Steinrauf, A.Stockellu. A.D. Bangham, J.mole- 
cular Biol. 1, 402 [1959]. 

5 D. L. Drabkin, J. biol. Chemistry 164, 703 [1946]. 

6 E. A. Peterson u. H. A. Sober, J. Amer. chem. Soc. 78, 751 [1956]. 

7M. L. Anson u. A. L. Mirsky, J. gen. Physiol. 18, 469 [1930]. 
8 R.J. Hillu. L. C. Craig, J. Amer. chem. Soc. 81, 2272 [1959]. 
® B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 271 [1959]. 

10 G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 
71, 376 [1959]; V. Rudloff u. G. Braunitzer, diese Z. 328, 129 [1961]. 

11D. H.Spackman, W.H. Stein u. St. Moore, Analytic Chem. 30, 1190 
[1958]. 

12 G. Braunitzer, V. Rudloff, K. Hilse, B. Liebold u. R. Miller, diese 
Z. 320, 283 [1960]; R. J. Hill u. W. Konigsberg, J. biol. Chemistry 286, PC 7 
[1961]. 





— = waa “a 4 E77 -& a = FS ae co = om Co, HS eT oo —_—_— — 
or) Steaqnuse “S328 S87, 9aKe 8 a | ee) Dd | om sa = < 
. FPuaca2gs wo Rho PhRion = og &'S Se ig S 5.2 £ = S's €£$ 33 aw 
SB meSshe ESS ABEBES F DBETe BSc bb oS S | Omat + Ss 4 
2 2 «8 = 5 toc n 





“UepdoM UdpUNsed d}soIUOIg Z Jop Ul ‘9339 y-v Jop UasA[BUY FUL BUNULUIZSUIoI0q ) J0}Nd UL ‘UdBaTJIOA oysoIUToIg Z INU pIyded-d109 “Bos wasarp 
Ul gep ‘UsqeSs0 UIOGOH “4H UOA UdZuNYonsIoyUNZUNbag ozYoTPQUeZJOQIOAU ) “UNpUNJoR uyorg [OW 24°Z— FS Pde ulasaIp oq UNpIOM UIqO[ZOUIRYURUINA UT q 


*UapIOM 
JAOYOISIB YOUZIRSNZ aFo\y WlasopUL JNB Ua[[Os assTUqasIQ ICE “YOTULEYOsIYVM INI ojsSoTUTOIg Z IM UI}VY UIQO[ZouULRYULUINY uv Uapunjeg uep pun a3j0y-v Jap 


UuasA[BUY Usp SNY “g PUN Z UdYOSIMZ aOMUTOIg S[TRJUaqa 4qiBsa sprydeg-a10) sasatp asAjeuy sIq ‘(#°9—3‘g) a3SaIUTPOIg Q }qQIBIa 9330 y-” Jop osf{[euy sIq *F 


(11) (TFT) (or(ow)| LL | & @ | 62 63| 1 I (%>? | 91 91 > bi] LL | roy 





—_—— — AX, 
mee ld 

IAT, 
ne] 
PN 
ISA 
sAp) */; 
SIV 
ATID 
Old 
te) 
Jag 
TUL 
dsy 
sy 


' ; StH 
i ; sAr] 


N 


mes NB NO 
_ 


_ 


3 
os 
= 
nD 
— 
3 
= 
= 
es) 
s 
=I 
od 
=| 
oH 
eo 
N 
— 
— 
=| 
| 
J 
mH 
—Q 
ds) 





H d 
euUINg ; ol 















































‘urqojsZomeyueUNyY sne prydeg epueyoeidsyue sep = Pf ‘-eplojg = _{ :surqo[Zoweyepiojg sop oyuoucdwoy ustowessury 
yostydeiZ0zeWMOIyoUs|NEs Jop pun sUIgo[somMByURWN] sop 24993 -% Jap oyyxnpoidyyedg usyostydA14 Joep Yoro[si0A JOATZeITQUEN? 





961) 


1 ergaben, daB in 


en. 

















Prolinreste gefunden werd 


rm 
‘ 


3 
: 
) 


J 
© 
io 
c 
=} 
Io 
eed 
$5 
R 
tiny 
8 
he 


Oe EES, IN Guter Ubereinstimmung mit Analysen de 





Bd. 325 (1961) Tryptische Peptide des Pferdehamoglobins 93 


Humanhamoglobins sind von derselben Lange. Die Aminosiurezusammen- 
setzung der Peptide ist sehr ahnlich, jedoch nur wenige sind identisch. Insgesamt 
kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, da8 mindestens 15 Aminoséuren 
ausgetauscht sind, d. h. etwa 10%. Diese Zahl muB jedoch als ein Minimum an- 
gesehen werden, da weitere Unterschiede, die auf diesem Wege nicht erfaBt wurden, 
nicht ausgeschlossen werden kénnen. 

Qualitative Vergleiche von Proteinen verschiedener Arten wurden bis heute 
nur durch das Printverfahren durchgefihrt!*. Anfinsen und Mitarbeiter unter- 
suchten verschiedene Ribonucleasen. Von Pauling et al. wurden Haimoglobine 
verschiedener Arten ebenfalls qualitativ durch das Fingerprintverfahren ver- 
glichen*4, 

; Ein vollstandiger quantitativer Vergleich zweier Proteine verschiedener 
Arten wurde an den Insulinen durchgefiihrt!>. Diese Untersuchungen ergaben, daB 
nur in einem Teilbereich einige wenige Aminosdiuren ausgetauscht werden. Aus 
unseren Befunden geht jedoch hervor, daB bei Hamoglobinen ein wesentlich 
gréBerer Austausch stattgefunden hat, und ferner, da8 dieser nicht in einem Teil 
des Molekiils erfolgt, sondern sich gleichmaBig iiber die ganze Peptidkette erstreckt. 

Diese Arbeiten besitzen hinsichtlich der Untersuchungen iiber die Tertiar- 

struktur des Pferdehimoglobins zusitzliche Bedeutung?®. 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir fiir die groBziigige Forderung 
dieser Arbeiten, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Gewahrung 
einer Sachbeihilfe, Fraulein K. Haselhorst und Herrn O. Ig fiir die Durchfiihrung 
der Analysen. Der eine von uns (G. M.) dankt der Alexander von Humboldt- 
Stiftung fiir die Gewahrung eines Stipendiums. 


Zusammenfassung 
Die tryptischen Spaltprodukte der saulenchromatographisch langsamer 
wandernden Komponente‘ des Pferdehimoglobins wurden quantitativ und quali- 
tativ charakterisiert, die Ergebnisse dieser Untersuchung den Befunden an Human- 
hamoglobin gegeniibergestellt und diskutiert. 


Summary 
The slower moving component of horse haemoglobin in column chromato- 
graphy? has been digested with trypsin and the products identified and determined 
quantitatively. The results are compared with those for human haemoglobin, and 
discussed. 


Dr. G. Braunitzer, Maz-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
Goethestr. 31. 

13 ©, B. Anfinsen, S. E. G. Aquist, J.P. Cooke u. B. Jonsson, J. biol. 
Chemistry 234, 1118 [1959]; C. B. Anfinsen jr. u. F. H. White in P. D. Boyer, 
H. Lardy u. K.Myrback, The Enzymes, II. Aufl., Bd. V, ,,Ribonucleases‘, 
Academic Press, New York; S. E.G. Aquist u. C. B. Anfinsen, J. biol. Che- 
mistry 284, 1112 [1959]. 

14K. Zuckerkandl, R.T. Jones u. L. Pauling, Proc. nat. Acad. Sci. 
46, 1349 [1960]. 

18 J. J. Harris, F. Sanger u. M. A. Naughton, Arch. Biochem. Biophysics 
65, 427 [1956]. 

16 M. F. Perutz, M.G. Rossman, A. F. Cullis, M. Murhead, G. Will u. 
A.C. T. North, Nature [London] 185, 416 [1960]. 
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Liicken, homologe und identische Sequenzen in den 
Peptidenketten der Hauptkomponente des normalen 
adulten Humanhamoglobins 
Von 
G. Braunitzer, N. Hilschmann und B. Wittmann-Liebold 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Mai 1961) 


Die beiden Peptidketten («- und /-Kette) des Haimoglobins sind homolog 
gebaut und verhalten sich wie Proteine verschiedener Arten zueinander?!: 2. Von 
besonderer Bedeutung ist der Befund, daB in der Struktur des Hamoglobins so- 
genannte ,,Séquenzliicken“ gefunden werden. Darunter verstehen wir die vor- 
iibergehende Unterbrechung des homologen Baues durch den Ausfall einer oder 
mehrerer Aminosauren in einer der beiden Peptidketten, z. B. «-Kette: ABCDEFG, 
/-Kette: ABCFG. Das Fehlen der Aminosiuren DE! (in der /-Kette) nannten wir 
Sequenzliicken, die wir durch Deletion des genetischen Materials wahrend seiner 
phylogenetischen Entwicklung deuteten. Hiermit wurde, neben dem oft gefundenen 
genetisch bedingten Austausch von Aminosauren, erstmals auch eine Mutation 
gefunden, die sich in einem Ausfall von Aminosiuren manifestiert. 

is ist bemerkenswert, daB beide Ketten, obzwar homolog gebaut, eine ver- 
schiedene Anzahl von Aminosauren enthalten. 

Friither berichteten wir iiber die N-terminale Sequenz der «-! und der /-Kette® 
und iiber eine Partialformel der beiden Peptidketten*. Wir legen nun die voll- 
stiindige Sequenz der beiden Peptidketten vom N-terminalen Ende bis zum 
,basischen Zentrum‘ vor. 

Wir haben — im Zuge unserer systematischen Untersuchungen — die Folge 
der Aminosauren der tryptischen Peptide HT ,, (Aminosiuren 31—40 der /-Kette) 
und HT,, (41—56 der «-Kette) ermittelt: Die Studien wurden mit der Dinitro- 
phenyl-Methode®, durch Abbau nach Edman*, Hydrazinolyse’? und Carboxy- 
peptidase* in Kombination mit verschiedenen Enzymen (Pepsin, Subtilisin, Chy- 
1 G. Braunitzer, B. Liebold, R. Miller u. V. Rudloff, diese Z. 320, 
170 [1960]. 

2 G. Braunitzer, N. Hilschmann, V. Rudloff, K. Hilse, B. Liebold 
u. R. Miller, Nature [London] 190, 480 [1961]. 

3 N. Hilschmann u. G. Braunitzer, diese Z. 317, 285 [1959]; G. Brau- 
nitzer, N. Hilschmann u. R. Miller, diese Z. 318, 284 [1960]. 

4G. Braunitzer, V. Rudloff, K.Hilse, B.Liebold u. R. Miller, 
diese Z. 320, 283 [1960]; G. Braunitzer, N. Hilschmann, K. Hilse, B. Lie- 
bold u. R. Miller, diese Z. 322, 96 [1960]. 

5 F. Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]. 

6 D. Edman, Acta chim. scand. 4, 277 [1950]; I. Sjéquist, Ark. Kemi 14, 
291 [1959]. 

7 §. Akabori, K.Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 25, 214 
[1952]; G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

8 J. I. Harris in D. Glick: Methods of Biochem. Analysis, Bd. IT, S. 397, 
Interscience Publ., New York 1955. 
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ot ay a i motrypsin) durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte 
eae o3 3° wurden einer stindigen quantitativen Kontrolle mit 
22 £8 82 $s dem Aminosdure-Analysator unterzogen’. 

2 2 or a om Die Ergebnisse sind in nebenstehendem Schema 
ok oa a? wiedergegeben; die einzelnen Sequenzen sind hinsicht- 
#2 §5% sh gs lich ihrer chemischen Homologie geordnet. Es ist er- 
=~ wo we _.  Sichtlich, daB die Reste 2 und 37 der f-Kette in der 
Poet pee ee ge «-Kette keine Partner besitzen, ferner die Sequenzen 
22 5% 22 #2 20 und 21 der «-Kette keine in der f-Kette. 
e z =p A fs gc * Besonders iiberraschend ist der Befund, da die 
aos ~»“o Ze beiden tryptischen Peptide HT,, (41—56 der «-Kette) 
AS 35 2h f= und HT,,. (41—59 der /-Kette) in ihrer Lange um 
A be ie eed 3 Aminosauren differieren. In diesem Teilbereich des 
ae ss 2s Molekiils sind die meisten ,,Deletionen‘‘ nachweisbar. 
si 28 wf Be Wie die Sequenzanalyse der Peptide ergibt, mu8 durch 
See Sidi dan Ae chemischen Vergleich der Struktur angenommen 
oe ES werden, da8 in diesem Teilbereich mindestens 3 Liicken 

: % 28 Bios vorhanden sind, und zwar besitzt Rest 41 der «-Kette 

OB af 4. ~'*  anscheinend keinen Partner in der f-Kette, Rest 46 

ng ni 38 22 der $-Kette keinen Partner in der «-Kette. Die 

9 on = Aminosiuren 54—58 der £-Kette kénnen mit der 

wt se = «-Kette nicht zur Deckung gebracht werden. Dies ist 

ee = 8 4+ die gréBte Liicke im Haimoglobin. 

in - t Sg " ai Die Differenz dieser Liicken gibt fiir den Bereich 

= a. eae e“2 48 41—61 der 6-Kette und 41—56 der «-Kette ein Minus 

= ciea 5 oo von 5 Aminosiauren in der «-Kette. Dieser Unterschied 
= pb #E Ip a _ der —_ or —_ igi eee ist = — yon 
on ee oS A! erutz und Mitarbeitern'’ aufgestellten Modell des 

a i ee ees e2 &e- Hamoglobins bei 5,5 A Auflisung bereits sichtbar; 
——_ a 2. er auBert sich indem Unterschied der beiden homologen 

53 me a FF gs Windungen der «- und der /-Kette. (Die entsprechende 

i. 2 32 oS Be Windung der (#-Kette ist, entsprechend unseren 

m z -_ a a chemischen Befunden und wie aus dem Modell ersicht- 

: =” Se Ss lich, gréBer.) 

xe oa s aS ‘ ES Z Es sei an dieser Stelle bemerkt, daB die Sequenz- 

e) cing | abies ake liicken hinsichtlich der chemischen Homologie aufge- 

p- a oe Pi stellt wurden, da iiber eine biochemische Bedeutung 

y= ~2 3a a der einzelnen Aminosaurereste sehr wenig bekannt ist. 

a fon in m~ So ist z. B. méglich, daB die Sequenzliicke entsprechend 
=5 &- ge on 20, 21 der «-Kette auch bei 19, 20 liegt; eine Ent- 

—_— a of er e = 4 Pai 

0, _@& és a. 2. scheidung dariiber kann z. Z. nicht immer getroffen 

eee EES werden. Vielleicht werden die Untersuchungen der 
d 5 &£* 4 4 £_  Hamoglobine verschiedener Arten naheren AufschluB 
A Helen i geben. Hierbei wird sich die Position, nicht jedoch die 
fe ae ee = Zahl und Art der Liicken andern, deren Existenz durch 
of S*™ se die unterschiedliche GréBe der homologen tryptischen 
: eee a eS Spaltprodukte gegeben ist. Durch die hier wieder- 
3 ie & 2. gegebenen Ergebnisse entsteht die formalanaloge Frage, 
#2 . ~ 2 2 Ob neben der Deletion auch eine Duplikation nach- 
* z + oe 6S weisbar ist: diese Frage kann bis heute nicht beant- 
, Ae ' 8 —— 

= a ; BS ® D. H.Spackman, W.H.Stein u. 8. Moore, 

4 Hoa £ £-< Analytic. Chem. 30, 1190 [1958]. 
m aye 10M. F. Perutz, M.G. Rossman, A. F. Cullis, 
Fa -* Rae M. Murhead, G. Will u. A.C. T. North, Nature 
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[London] 185, 416 [1960]. 
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wortet werden und mu8 — zumindest aus dem bisher vorliegenden Material — 
offen gelassen werden. 

Die Deletionen wurden ausschlieBlich in der N-terminalen Halfte der Globin- 
partikel gefunden. Dieser Befund ist insofern von Interesse, als bei pathologischen 
Hamoglobinen der spezifische genetisch determinierte Austausch der Aminosauren 
bisher ebenfalls nur in der N-terminalen Halfte des Molekiils nachgewiesen werden 
konnte#. 

Die ausfiihrliche Mitteilung und Diskussion soll spater erfolgen. 


Herrn Prof. Dr. A. Butenandt danken wir sehr fiir die groBziigige Forderung 
unserer Arbeiten. Die Deutsche Forschungsgemeinschaft genehmigte uns 
eine Sachbeihilfe; Fraulein B. Schrank, Fraulein K. Haselhorst und Herrn 
O. Ilg danken wir fiir ihre wertvolle Mitarbeit. 


Zusammenfassung. 
In den beiden homologen Peptidketten des normalen adulten Humanhamo- 
globins werden sechs Sequenzliicken nachgewiesen. Die Bedeutung dieser Befunde 
wird diskutiert. 


Summary 
Six blanks have been found in the amino acid sequences of the two homologous 
peptide chains of normal adult human haemoglobin. The significance of these 
findings is discussed. 


Dr. G. Braunitzer, Mazx-Planck-Institut fiir Biochemie, Miéinchen 15, 
Goethestr. 31. : 


11V.M. Ingram, Nature [London] 188, 1795 [1959]; R. L. Hill u. 
H. C. Schwartz, ebenda 184, 641 [1959]; C. Baglioniu. V. M. Ingram, ebenda 
189, 465 [1961]; M. Murayama, Federation Proc. 19, 78 [1960]; P.S. Gerald, 
personl. Mitteil. 
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Uber die GréBe des Interzellularraumes in Sedimenten 
aus Schweinethrombocyten 
Von 
Oskar Eichler, Ellen Weber und Mehdi Purwahab 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Februar 1961) 


Herrn Prof. Dr. O. Schaumann zum 70. Geburtstag gewidmet 


Will man die exakte Konzentration einer Substanz innerhalb einer 
Zelle bestimmen, so muB man die GréBe des interzellularen Raumes 
nach Isolierung der Zellen mit der Zentrifuge kennen. Durch die zwischen 
den Zellen eingeschlossene Fliissigkeitsmenge werden die Analysen ver- 
filscht. Systematische Untersuchungen wurden bisher unseres Wissens 
nur an Erythrocyten ausgefiihrt. Sie ergaben einen Interzellularraum 
von 2—5% des Gesamtvolumens der Zellmasse1~4 (Ubersichten s. 1. ¢.1) 2). 
Bei uns handelt es sich um dasselbe Problem bei Thrombocyten, die wir 
aus Schweineblut gewannen und systematisch untersuchten. 


Met hodik 


Schweineblut wurde bei der Entblutung der Tiere im Schlachthof in siliconi- 
sierten, 2°, EDTA* in 0,8proz. Kochsalzlésung enthaltenden GefaBen aufgefangen 
(Verhaltnis Blut: Salzlésung etwa 5:1). Zur Entfernung der Erythrocyten aus 
dem Plasma zentrifugierten wir diese Blutmischung 5 Min. bei etwa 250g. Die 
Thrombocyten wurden dann durch 20 Min. langes Zentrifugieren bei 3000 xg er- 
halten; anschlieBend wurden sie in 50 ml titriplexhaltiger Kochsalzlésung durch 
Quirlen mit einem V2A-Spatel aufgeschwemmt und der ganze Vorgang 1—2 mal 
wiederholt. Aus den gewaschenen Zellen, im allgemeinen 0,5—0,6 g, wurde schlieB- 
lich mit 2 ml des von Plattchen befreiten, noch titriplexhaltigen Plasmas eine Sus- 
pension hergestellt und diese im Eisbad gehalten. 

_ In Vorversuchen hatte sich gezeigt, daB eine einwandfreie Trennung des 
Uberstandes vom Sediment bei Verwendung der iiblichen Zentrifugenglaser trotz 
sorgfaltigem Dekantieren und Auswischen nicht sicher gelang. Wir wollten weiter- 
hin das Waschen der — durch Anwendung einer Servall-SS-1-Winkel-Zentrifuge 
besonders groBen — Oberflaiche der gepackten Zellmasse umgehen, um ein un- 


* Titriplex III, Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessigsaure, E. Merck 
AG, Darmstadt. 

1 PD. Leeson u. E. B. Reeve, J. Physiology 115, 129 [1951]. 

2 D. M. Jackson u. M. E. Nutt, J. Physiology 115, 196 [1951]; O. N. Vas- 
quez, K. Newerly, R.S. Yalow u. 8. A. Berson, J. Lab. clin. Med. 39, 595 
[1952]. 

3H. Chaplin u. P. L. Mollison, Blood 7, 1227 [1952]; K. Hummel u. 
R. Zéllner, Z. ges. exp. Med. 129, 250 [1957]; G. Riecker u. M. v. Bubnoff, 
ebenda 132, 102 [1959]. 

4M. Maizels u. M. Remington, J. Physiology 145, 658 [1959]. 
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kontrolliertes Herauslésen des eingeschlossenen Suspensionsmediums zu_ver- 
meiden. Als sehr geeignet, diese Fehlerquelle auszuschalten, erwiesen sich die von 
Maizels und Remington? bei ihren Untersuchungen iiber die GréBe des Inter- 
zellularraumes von Menschenerythrocyten benutzten Zentrifugenglaser, die wir 
uns mit geringfiigig verinderten Maen herstellen lieBen. Es handelte sich um 
100 mm lange und 10 mm starke Pyrexrohre von 7 mm Innendurchmesser, die an 
einem Ende zugeschmolzen waren und 15 mm davon entfernt eine Einschniirung 
trugen, eine lichte Weite von etwa 2 mm freilassend. Die mit der Markierungs- 
substanz versetzte Zellprobe wurde in vorgewogene Glaser dieser Art eingegeben. 
Beim Zentrifugieren (15 Min. bei 3000 x g) setzten sich die Zellen bis wenig iiber die 
Einschniirung hinaus ab. Der Uberstand wurde abgegossen und zur Analyse der 
Markierungssubstanz (Konzentration c,) aufbewahrt. Die oberhalb der Einschnii- 
rung sitzende Zellmasse und die Reste des Uberstandes wurden unter Druck mit 
physiologischer Kochsalzlésung herausgespiilt. Bei diesem Vorgehen bleibt der 
Kontakt von Waschfliissigkeit und Sediment auf die kleine Flaiche in Hohe der 
Einschniirung beschrankt. Nach sorgfailtigem Trocknen des gereinigten Glas- 
abschnittes mit Filterpapier wurde das Gewicht der Plattchenmasse durch Zuriick- 
wiegen des Zentrifugenglases bestimmt (V;). AnschlieBend wurden 2,0 ml Ex- 
traktionsfliissigkeit (V,,), meist Plasma, zum Herauswaschen des interzellular 
eingeschlossenen Suspensionsmediums eingefiillt. Die mit Gummistopfen fest ver- 
schlossenen Glaser wurden nun mit dieser Seite nach unten in die Zentrifuge ein- 
gesetzt, so daB die Zellen beim Abschleudern (5 Min. bei 1700 xg) durch die Ein- 
engung in das eingefiillte Extraktionsmedium gedriickt wurden. Fliissigkeit und 
Zellmasse wurden entnommen und griindlich durchmischt. Nach Absetzen der 
Zellen wurde im‘ Uberstand, z.T. nach einem weiteren Extraktionsvorgang, die 
Konzentration c, der Markierungssubstanz ermittelt. 


Die Markierungssubstanzen hatten folgende Forderungen zu erfiillen: Sie 
durften nicht in die Zellen eindringen, aber auch nicht an der Oberflache adsorbiert 
werden. Ebensowenig durften sie im Stoffwechsel entstehen oder verschwinden. 
Wir hielten uns in der Wahl an Erfahrungen aus der Literatur: Inulin, Evansblau 
mit Plasma, Haemoglobin, 1!J-markiertes Plasma, Raffinose und Ammonium- 
rhodanid. Durch die Vielzahl der angewandten Substanzen konnte man erwarten, 
da8 die Erfillung der obigen Forderungen sich gegenseitig kontrollieren lieBen. 
Das ist bei Thrombocyten besonders notwendig, weil man iiber die Eigenschaften 
ihrer Zellgrenzen keineswegs so orientiert ist wie bei Erythrocyten. So konnten 
die Substanzen gewissermaBen als Sonden dienen. Nachstehende Analysenmethoden 
wurden verwendet: 


Inulin nach Roe, Epstein und Goldstein®; Evansblau nach Crooke und 
Morris*; Ammoniumrhodanid nach Lang’; Raffinose mit der gleichen Methode 
wie Inulin und Haemoglobin nach Creditor’. Die Bereitung der Haemoglobin- 
lésung erfolgte wie von Maizels und Remington‘ angegeben; das mit 1°!J-mar- 
kierte Plasma wurde nach Leeson und Reeve! hergestellt. Die Aktivitaten 
wurden mit dem StrahlenmeBgerat FH 49 und dem f-Endfensterzahlrohr FHZ 15b 
der Firma Friesecke & Hoepfner bestimmt. 


Die Berechnung des prozentualen Anteils des Interzellularraumes J am 
Sediment wurde mit folgender Formel vorgenommen: 


5 J.H. Roe, J. H. Epstein u. N. P. Goldstein, J. biol. Chemistry 178, 
839 [1949]. 
6 A.C. Crooke u. C. J. O. Morris, J. Physiology 101, 217 [1942]. 
7 K. Lang, Biochem. Z. 259, 243 [1933]. 
8 M.C. Creditor, J. Lab. clin. Med. 41, 307 [1953]. 
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’, = 2ml, Volumen der Fliissigkeit, die zur Extraktion des interzellular im 
Plattchensediment eingeschlossenen Suspensionsmediums diente. 


V; = eingewogene Thrombocytenmasse in g. 


c, == Konzentration des ersten Uberstandes. 
c. = Konzentration des Extraktes vom Plattchensediment. 
Ergebnisse 


Die GrédBe des Interzellularraumes ist ein relativer Wert, der fiir 
jede neue Versuchsanordnung erneut gemessen werden mu8. Die Menge 
des eingeschlossenen Mediums variiert sowohl mit der Art der Auf- 
arbeitung als auch mit gewissen Eigenschaften der sedimentierten 
Zellen. Neben ihrer Form spielt Gré®e und Dauer der aufgewandten 
Zentrifugalkraft eine Rolle. 


Unser erstes Ziel war die Priifung von Markierungsmitteln. Dazu 
wurden die experimentellen Bedingungen willkiirlich festgelegt. So 
schleuderten wir die Plattchen in den mit einer Einschniirung versehenen 
Glisern 15 Min. lang bei 4800 U./Min. (3000xg) ab und bezeichnen 
diese Anordnung im folgenden als ,,Standardmethode“. Alle Versuche 
wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Zur Kontrolle ermittelten 
wir den Interzellularraum von Erythrocyten mit derselben Methode und 
erzielten Werte, die den kleineren, der in der Literatur mitgeteilten, 
entsprachen. 

Versuche mit Inulin 

Inulin verwendeten wir am meisten, weil sich diese Substanz auch 
sonst bewahrt hat. Es wurden jeweils 0,5 ml einer 10proz. Inulinlésung 
zur Thrombocytensuspension zugesetzt. Die Resultate zeigt Tab. 1. 
Folgendes méchten wir hervorheben: 1. Verschieden hohe Konzen- 
trationen von Inulin ergeben dieselben Werte. Dies spricht gegen eine 
Adsorption von Inulin oder eine Permeation als Stérung. 2. Auch ver- 
schiedene Inkubationszeiten andern daran nichts. 3. Ebensowenig eine 
Nachextraktion, die auf eventuell analytisch nicht erfaBte Mengen 
Inulin hinweisen sollte. 


Physiologische Kochsalzlésung als Suspensionsmittel: 
Wahrend wir bisher stets Plasma als Suspensionsmittel genommen hatten, 
wandten wir in Vers. 4 der Tab. 1 physiologische Kochsalzlésung mit 
Kaliumchloridzusatz in Héhe der Plasmakonzentration an und sahen, 
daB der gemessene Raum deutlich kleiner wurde. Dieser Effekt kénnte 
bedingt sein durch eine Schicht Plasma an der Oberflache, die die 
Plattchen voneinander entfernt halt, aber fiir Inulin zuganglich ist. Wir 
haben, um diese Vorstellung zu testen, in einer zweiten Versuchsserie 
die Thrombocyten mit Evansblau beladen. 

Werden die Thrombocyten in eiweiBfreiem Milieu suspendiert, so entfarbt 
sich bei nicht zu hohen Evansblau-Konzentrationen die Lésung, die Zellen er- 


scheinen stark blau angefarbt und geben den Farbstoff auch bei mehrmaligem 
Waschen nicht mehr vollstandig ab. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit An- 


7* 
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gaben, nach denen die Oberflache von Thrombocyten aus eiweiBhaltigem Material 
bestehen soll®. 


Tab. 1. Die GroéBe des Interzellularraumes nach Abzentrifugieren von Schweinc- 

thrombocyten (15 Min.. bei 3000 xg, mit einer Servallzentrifuge SS 1; Standarc- 

methode). Als Markierungsmittel wurde in Vers. 1, 4 und 5 0,5 ml, in Vers. 2 

0,25 ml und in Vers. 3 1,0 ml 10proz. Inulin zu 2 bzw. 2,25 bzw. 1,5 ml throm- 
bocytenhaltigem Plasma gegeben. 























Inter- 
Nr. n* Suspensionsmedium zellularraum | F,,**| Bemerkungen 
0 

1 10 Plasma 39,7 1,38 2% Inulin 

2 2 Plasma 38,4 — 1% Inulin 

3 2 Plasma 40,4 — 4%, Inulin 

4 8 0,9proz. NaCl, 28,7 0,97 

0,04proz. KCl, . 
5 3 0,lproz. EDTA 41,4 — Zusatz von 
Z 0,4 ml 10proz. 
Evansblau vor 
Inulingabe 
* Anzahl der untersuchten Tiere. ** Mittlerer Fehler des Mittelwertes. 


Die Resultate sind unter Nr. 5 in Tab. 1 aufgefiihrt. Der Inter- 
zellularraum hat trotz des ausschlieBlich salzhaltigen Milieus — wie wir 
es bei den unter Nr. 4 zitierten Versuchen benutzten — den Wert nach 
Suspension in Plasma erreicht. 

Uber die Wirkung der Zentrifugalkraft gibt Tab. 2 AufschluB. 
Der Zwischenraum wurde tatsachlich in gewissem Ma8 kleiner, war aber 
noch immer gegen die Erwartung vielfach gréBer als bei den Erythro- 
eyten. Diese Differenz kénnen wir uns nicht erklaren (s. auch Tab. 3. 
Nr. 3). Sie veranlaBte uns mit neuen Varianten weiter zu arbeiten, z. B. 
wahlten wir deshalb als Markierungsmittel hochmolekulare Substanzen. 


Tab. 2. Der Effekt der Zentrifugalkraft und der Dauer ihrer Anwendung auf die 
GréBe des Interzellularraumes von sedimentierten Schweinethrombocyten. Als 
Suspensionsmedium diente Plasma, als Markierungsmittel Inulin. Die Ergebnisse 
von Nr. 5 wurden unter den Bedingungen der Haematokrit-Bestimmungen ge- 
wonnen (Zentrifuge mit r = 15cm; 1500xg bedeuten 3000 U./Min.). 

















Nr n*® Zentrifugieren Interzellularraum 
re g Min. % 

1 2 1700 15 46,4 

2 2 5000 15 27,3 

3 2 6700 15 28,3 

4 2 6200 30 26,8 

5 4 1500 30 36,5 


* Anzahl der untersuchten Tiere. 


9 ¢, Kirschmann, A. Katachalsky u. A. de Vries, Arch. Biochem. Bio- 
physics 80, 140 [1959]; J. Salmon, Experientia [ Basel] 16, 26 [1960]. 
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Versuche mit hochmolekularen Markierungssubstanzen 


Evansblau wird im Plasma an die Albumin- oder Globulin- 
fraktion gebunden transportiert. Es sind deshalb nur Messungen des 
Interzellularraumes in eiweiBhaltigem Milieu méglich. Die Thrombo- 
cytensuspension wurde mit 0,01 ml 5proz. Evansblau versetzt. Unter 
diesen Bedingungen lieB sich der gesamte Farbstoffgehalt aus dem 
Riickstand mit Plasma als Extraktionsmittel herauswaschen, was am 
Wiederauftreten der weiBen Farbe des Sedimentes leicht kenntlich war. 

Maizels und Remington? stellten bei Versuchen an Erythrocyten fest, 
daB die GréBe des scheinbaren Interzellularraumes stark anstieg, sobald Kon- 
zentrationen von mehr als 146 mg Evansblau/100 ml Plasma benutzt wurden und 
interpretierten diesen Befund als Uberladung des Plasmas bei gleichzeitiger Ad- 
sorption an die roten Blutzellen. Die von uns angewandte Konzentration lag mit 
25 mg/100 ml weit unterhalb dieser maximal vom Plasma aufnehmbaren Menge. 

Nach Rawson! bindet 1 Mol Albumin 8—14 Mol Evansblau; aus ihren 
Ergebnissen schlieBen Maizels und Remington‘ auf ein Bindungsvermégen von 
5 Mol Evansblau pro Mol Albumin, sofern man einwandfreie Bedingungen fiir die 
Messung von Interzellularraumen gewahrleisten will. Der Albumingehalt von 
Schweineserum liegt mit 3,8 g/100 ml! in der gleichen Héhe wie im Menschenblut, 
so daB sich die Verhaltnisse auf unsere Experimente iibertragen lassen. 

Der Mittelwert der sieben mit Evansblau durchgefiihrten Bestim- 
mungen (Tab. 3, Nr. 1) liegt um 13% tiefer als der mit Inulin ermittelte 
(Tab. 1, Nr. 1). Verdiinnung des Plasmas 1:1 mit Dextranlésung* be- 
einfluBte den Verteilungsraum fiir Evansblau nicht (Tab. 3, Nr. 2). 


Tab. 3. Die Ausdehnung des Interzellularraumes, gemessen mit hochmolekularen 
Markierungsmitteln. Die Thrombocyten wurden in Plasma suspendiert. Die Zentri- 
fugierbedingungen waren, Nr. 3 ausgenommen, dieselben wie in Tab. 1. 














Inter- 
Nr. n* | Markierungsmittel | zellularraum | F,, ** Bemerkungen 
0/ 
/0 
1 | Evansblau 34,7 0,94 
Z 3 Evansblau 35,4 cee Plasma verdiinnt mit 
6proz. Dextranlés. 1:1 
3 6 Evansblau 16,5 Liat Spinco- Ultrazentri- 
fuge 30 Min. 73300 x g 
4 4 Hamoglobin 28,2 0,95 
5 4 131J-Plasma 19,2 0,71 











* Anzahl der untersuchten Tiere. 
** Mittlerer Fehler des Mittelwertes. 


Es schien uns interessant, zu priifen, ob sich unter extremen Zentri- 
fugierbedingungen Thrombocyten dichter packen. Wir setzten deshalb 
Plattchen in einer Spinco-Ultrazentrifuge 30 Min. lang mit 25000 U./Min. 


* Macrodex 6%, Knoll AG, Ludwigshafen. 

10 R. A. Rawson, Amer. J. Physiol. 188, 708 [1943]. 

11 W.S.Spector, Handbook of Biol. Data, W.B. Saunders Co., Phila- 
delphia u. London 1956. 
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(73300xg) ab (Tab. 3, Nr. 3). Allerdings konnten hierbei die speziellen 
Zentrifugenglaser der hohen wirksamen Krafte wegen nicht eingesetzt 
werden, und wir waren wiederum auf Dekantieren des Uberstandes und 
sorgfaltiges Spiilen von Sedimentoberflache und Réhrchenwand an- 
gewiesen. Wir benutzten ebenfalls Evansblau zu diesen Versuchen, weil 
schon geringe Verunreinigungen deutlich sichtbar werden. Die Werte 
der sechs Experimente lagen um mehr als die Halfte tiefer als nach An- 
wendung unserer Standardmethode. Diese Versuche in Verbindung mit 
den in Tab. 2 niedergelegten Ergebnissen zeigen deutlich, daB vergleich- 
bare Werte bei Analysen beliebiger Substrate nur dann erhalten werden 
k6énnen, wenn die Absetzwng der Thrombocyten unter stets den gleichen 
Zentrifugierbedingungen erfolgt. 

Hamoglobin: Als weiterer, hochmolekularer Farbstoff wurde 
Hamoglobin, gewonnen aus Schweineerythrocyten, zur Messung des 
Interzellularraumes verwendet. Zur Thrombocyten-Suspension wurden 
0,06 ml der nach Maizels und Remington‘ bereiteten Hamoglobin- 
lésung zugesetzt. Der Verteilungsraum fiir Hamoglobin war durch- 
schnittlich um 19% kleiner als der fiir Evansblau. Er ist von der gleichen 
Ausdehnung wie der Inulinraum, wenn die Plattchen in Kochsalzlésung 
suspendiert wurden (Tab. 3, Nr. 4). 


131J.markiertes Plasma 


Zur Entfernung des nicht an Plasma gebundenen 14J wurde das markierte 
Plasma 44 Stdn. gegen 0,85proz. Kochsalzlésung, welche 12mal erneuert wurde, 
bei 4° dialysiert. In der letzten Dialysierfliissigkeit konnten nur noch Spuren von 
Aktivitét nachgewiesen werden. Die Aktivitaét des markierten Plasmas betrug 
18800 Imp./Min. pro g Plasma. 

Je 500 mg Thrombocyten wurden in 1,0 mi eigenem Plasma aufgeschwemmt 
und 0,3 ml markiertes Plasma zugegeben. Die Reinigung des oberhalb der Ein- 
schniirung befindlichen Teiles des Zentrifugenglases erfolgte bei diesen Versuchen 
erheblich griindlicher als sonst. Es erwies sich als notwendig, zunachst mit dem 
entsprechenden, nicht markierten Plasma, anschlieBend mit groBen Mengen phy- 
siologischer Kochsalzlésung zu spiilen. 

Von allen unter unseren Standard-Zentrifugierbedingungen ge- 
messenen Verteilungsréumen erwies sich der '*!J-Plasma-Raum als der 
kleinste; er betrug nur etwa die Halfte desjenigen fiir Inulin und war 
auch deutlich kleiner als derjenige fiir Hamoglobin. 


Versuche mit niedrigmolekularen Markierungssubstanzen 

Nachdem wir mit hochmolekularen Substanzen, wie Evansblau, 
Hamoglobin und ™!J-Plasma einen Interzellularraum geringerer Aus- 
dehnung gemessen hatten als mit dem vergleichsweise kleinen Inulin- 
molekiil, interessierte uns das Verhalten von Stoffen mit geringem Mole- 
kulargewicht. AuBerdem erschien es uns auch méglich, aus den Ergeb- 
nissen Schliisse tiber die Eignung von anderen Substanzen zur Messung 
des Interzellularraumes bzw. Anhaltspunkte tiber ihr Eindringungs- 
vermoégen in Blutplattchen zu gewinnen. So werden Stoffe, die leicht 
in diese Zellen eindringen oder von ihnen adsorbiert werden, einen 
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gréBeren Zwischenraum vortauschen, wenn ein Teil bei dem Extraktions- 
vorgang wieder herausgewaschen wird. Endgiiltige Aussagen bleiben 
einer genauen Uberpriifung der Permeabilitatsverhaltnisse vorbehalten, 
schon deshalb, weil das Zusammenspiel verschiedener Faktoren Varianten 
ergeben kann. 

Es wurden drei weitere Stoffe zur Messung des Interzellularraumes 
herangezogen: Fructose, Ammoniumrhodanid und Raffinose. 

Fructose: Wir versetzten eine Thrombocyten-Suspension in 
Plasma mit 0,5 ml 10proz. Fructoselésung und mafBen den Interzellular- 
raum wie tiblich. Das Ergebnis deckte sich mit den mit Evansblau er- 
mittelten Werten, ebenso der Befund, da Aufschwemmen der Plattchen 
in Kochsalzlésung eine Verkleinerung des Zwischenraumes verursachte 
(Tab. 4, Nr. 1 u. 2). 
Tab. 4. Die GréBe des Interzellularraumes im Sediment aus Schweinethrombo- 


cyten, bestimmt mit niedrigmolekularen Substanzen. Zur Anfertigung der Plattchen- 
suspension diente, Nr. 2 ausgenommen, Plasma. Zentrifugierbedingungen wie in 























Tab. 1. 
Inter- 

Nr. n* | Markierungsmittel zellularraum TE Bemerkungen 

1 1 Fructose 35,9 ae 

2 2 Fructose 31,9 ao Suspensionsmedium : 

s. Tab. 1, Vers. 4 

3 8 Raffinose 51,6 4,72 

4 4 Raffinose 44,0 2,42 bei 4° 

5 4 NH,SCN 78,3 2,96 

6 4 NH,SCN 45,0 4,61 bei 4° 

* Anzahl der untersuchten Tiere. ** Mittlerer Fehler des Mittelwertes. 


Die Verfolgung der Permeabilitatsverhaltnisse von Fructose in Schweine- 
thrombocyten hat dieses Resultat insofern bestatigt, als die Aufnahme bei Zimmer- 
temperatur nur sehr langsam erfolgt. Bei dem kurz dauernden Kontakt des Zuckers 
mit den Plattchen findet daher ein nennenswerter Transport in die Zellen hinein 
nicht statt. 

Raffinose: Dagegen ergab sich iiberraschenderweise in acht Ver- 
suchen mit Raffinose (Zusatz von 0,5 ml 20proz. Lésung zur Thrombo- 
cyten-Suspension) ein erheblich ausgedehnterer Interzellularraum als 
mit Inulin, wobei eine starke Streuung der Werte auffiel (Tab. 4, Nr. 3). 

Eine Erklarung lieBe sich auf Grund von zwei Annahmen suchen: Raffinose 
durchwandert leicht die Membran von Schweinethrombocyten und wird nicht, 
zumindest nicht mit groBer Geschwindigkeit, in der Zelle abgebaut. Wegen der 
schnellen Permeation spielt die Dauer der Aufarbeitung eine entscheidende Rolle; 
auch kleine Abweichungen driicken sich in den Resultaten aus. 

Zur Kontrolle fiihrten wir vier Versuche mit Raffinose bei 4° aus 
und fanden einen nur wenig gréBeren Verteilungsraum als mit Inulin 


(Tab. 4, Nr. 4). 
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Ammoniumrhodanid, von dem 0,01 m/ einer 0,1n Lésung zur 


Thrombocyten-Aufschwemmung zugesetzt wurde, ergab bei Zimmer- 
temperatur einen gegeniiber Inulin doppelt so hohen Verteilungsraum ; 
bei 0° dagegen deckten sich die Werte mit den unter gleichen Bedin- 
gungen mit Raffinose gewonnenen Ergebnissen (Tab. 4, Nr. 5 und 6). 


Diskussion 

Die Ausdehnung des Interzellularraumes, gemessen unter den 
Zentrifugierbedingungen unserer Standardmethode — die dem in Labo- 
ratorien tiblichem Vorgehen entsprechen —, erscheint bemerkenswert 
groB. In keinem Fall machte er durchschnittlich weniger als 19,2% des 
Sedimentvolumens aus. Weiterhin fallen die unterschiedlichen Ergeb- 
nisse je nach Wahl des Markierungsmittels auf. In dieser Beziehung ent- 
sprechen unsere Befunde weitgehend den von Maizels und Reming- 
ton‘ mitgeteilten Resultaten. 

Diese Autoren unterschieden bei ihren Untersuchungen an Erythrocyten 
einen ,,freien‘* Interzellularraum, der von allen Arten Markierungsmitteln aus- 
gefiillt werden kann, von einem sog. ,,limitierten‘‘ Interzellularraum, welcher auf 
Grund von ‘*Unebenheiten der Erythrocytenoberflachen nur den kleineren Mole- 
kiilen zuganglich ist und erklarten auf diese Weise die Differenzen bei Verwendung 
verschiedener Markierungssubstanzen. 

Tatsachlich fanden auch wir mit kleinmolekularen Stoffen (Inulin, 
Fructose, NH,SCN) gr6Bere Verteilungsraéume als mit hochmolekularen 
Substanzen wie Evansblau, Hamoglobin und 1'*!J-Plasma, welche in 
dieser Reihenfolge kleinere Raume mafen. Man ist versucht, sich den 
Argumenten von Maizels und Remington auch zur Interpretation 
unserer Ergebnisse anzuschlieBen. Es darf aber nicht tibersehen werden, 
daB bei der Ausdehnung der von uns gemessenen Verteilungsréume die 
absolute GréBe des zur Verfiigung stehenden Raumes auch fiir die hoch- 
molekularen Verbindungen keine Bewegungseinschrankung bedeuten 
sollte. Wenn sich in unseren Zahlen Gesetzmabigkeiten ausdriicken, so 
mu gefordert werden, daB der Interzellularraum auf noch unbekannte 
Art strukturiert ist. 

Angesichts der hohen mitgeteilten Zahlen ware zu bedenken, ob 
eine Adsorption der Markierungsmittel an die Thrombocyten statt- 
findet. Die gewahlten Versuchsbedingungen sprechen dagegen. AuBer- 
dem erscheint es unwahrscheinlich, da etwa Inulin starker adsorbiert 
werden sollte als die hochmolekularen Substanzen. 

Nach Zucker und Borrelli’? liegen im EDTA-haltigen Plasma 
alle Thrombocyten kugelférmig vor. Bei gleichmaBig groBen, starren 
Kugeln hat man bei dichtester Packung einen Zwischenraum von 27% 
zu erwarten. Da wohl schwerlich eine vdéllige Starrheit gegeniiber der 
mechanischen Deformation durch Zentrifugalkrafte anzunehmen ist, 
miissen beim Interzellularraum noch andere Faktoren eine Rolle spielen, 
wie sich auch aus den Resultaten bei Suspension in physiologischer Koch- 
salzlésung ableiten 1aBt. 

12M. B. Zucker u. J. Borrelli, Blood 9, 602 [1954]. 
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Die einzige uns bekannt gewordene Ermittlung des Interzellular- 
raumes von Thrombocytensedimenten, die aus Menschenblut abgesetzt 
worden waren, wurden von Born und Bricknell'* durchgefihrt, 
welche Inulin und !*1J-Albumin benutzten, aber kein EDTA zusetzten. 
Aus ihren Angaben 1a8t sich ein Interzellularraum berechnen, der rund 
29% des Sedimentes betraigt, obwohl héhere Zentrifugalkrafte als bei 
unserer Standardmethode und den in Tab. 2 aufgefiihrten Versuchen 
aufgewandt wurden. 

Unerwartet groB ist der Unterschied gegeniiber Erythrocyten, deren 
Deformierbarkeit gr6éBer zu sein scheint, obwohl ihr Wassergehalt nur 
62,6% 4 betragt gegeniiber 77,3% bei Thrombocyten. Auch aus diesem 
Vergleich ergibt sich, daB bei den Blutplattchen besondere Verhaltnisse 
vorliegen miissen, die wahrscheinlich in der Beschaffenheit des Ober- 
flachenmaterials dieser Zellart begriindet sind und auch auf gewisse 
funktionelle Eigenheiten hinweisen. Unsere Ergebnisse machen deutlich, 
daB die Kenntnisse iiber die: Eigenschaften der Thrombocytenhiille 
auBerst liickenhaft sind und weiterer Bearbeitung bediirfen. 


Wir danken der Research Corporation, New York, fiir finanzielle Hilfe 
und der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Uberlassung von 
Apparaturen. 


Zusammenfassung 


Es wurde der Interzellularraum von Sedimenten aus Schweine- 
thrombocyten bestimmt, nachdem die Plattchen 15 Min. lang bei 
3000 xg aus Plasma abgesetzt worden waren. Seine Ausdehnung betrug 
durchschnittlich, gemessen mit Inulin 39,7°%%, Evansblau 34,7°%, Hamo- 
globin 28,2°% und ™!J-markiertem Plasma 19,2°%. Mit Raffinose und 
NH,SCN wurden héhere Werte gefunden, waihrend die Verwendung von 
Kochsalzlésung als Suspensionsmedium eine Verkleinerung des Ver- 
teilungsraumes fiir Inulin um etwa ein Viertel bewirkte. 


Summary 


The intracellular free space of the pig thrombocyte fraction which 
sediments from plasma in 15 min. at 3000xg has been determined. Its 
average value was 39.7% measured with inulin, 34.7% with Evan’s blue, 
28.2% with haemoglobin and 19.2% with !*'I-labelled plasma. Higher 
values were found with raffinose and NH,SCN, while the inulin free 
space was decreased by about one quarter when sodium chloride was 
used as the suspending medium. 


Prof. Dr. Oskar Eichler, Pharmakologisches Institut der Universitat, Heidel- 
berg, Hauptstr. 47—51. 

13 G. V. Born u. J. Bricknell, J. Physiology 145, 8P (1959). 

14 Tabulae Biologicae, Bd. III, herausgegeben von C. Oppenheimer u. 
L. Pincussen, W. Junk, Berlin 1926. 
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Nichtenzymatische Reaktionen 
zwischen a-Amino- und a-Ketosiuren, IV! 


Durch Kupfer(II)-Ilonen und Pyridin katalysierte 
Transaminierung, Aldolkondensation und Aldolspaltung 
Von 
Hermann Mix 


Aus dem Institut fiir organische Katalyseforschung, Rostock, der Deutschen Akademie der Wissen- 
schaften zu Berlin, Direktor: Professor Dr. W. Langenbeck 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Februar 1961) 


a) Transaminierung und Aldolkondensation 


In der voraufgehenden Arbeit! war berichtet worden, daB Mesoxal- 
sdure durch x-Aminosauren in einer durch Kupfer(II)-Ionen und Pyridin 
katalysierten Reaktion unter Decarboxylierung und Transaminierung 
in Glycin umgewandelt wird. Gleichzeitig erfolgte aber auch eine aldol- 
artige Kondensation zwischen dem gerade entstandenen Glycin und Gly- 
oxylsiure unter Bildung erheblicher Mengen an $-Hydroxy-asparagin- 
sdure!) 2, Ks muB angenommen werden, daf} die Glyoxylséure nur zum 
geringsten Teil durch Retransaminierung aus Glycin entsteht, tiber- 
wiegend dagegen durch CO,-Abspaltung direkt aus der Mesoxalsaure 
hervorgeht. Diese Annahme wird gestiitzt durch die Fahigkeit der Gly- 
oxylsiure, in nichtenzymatischer Reaktion leicht zu transaminieren%, 
und durch die geringe Neigung des Glycins, seine Aminogruppe gegen 
Sauerstoff auszutauschen (vgl. Tab. 1 der III. Mitteil."). 

Welcher Anteil des transaminierten Glycins mit Glyoxylsdure zu 
$-Hydroxy-asparaginsaure weiterreagiert, soll Tab. 1 zeigen; zum Ver- 
gleich sind sowohl die Reaktionen mit Mesoxalsaure als auch mit freier 
Glyoxylsaéure aufgefihrt. 

Deutlicher noch als die Einzelwerte zeigen die Mittelbetrage aus 
allen Messungen, mit welchen Aktivitaten man es zu tun hat. Aus ihnen 
geht hervor, daB weder die Transaminierung noch die Kondensation 
eine erhebliche Beschleunigung erfahrt, wenn man die Mesoxalsdure 
durch ihr priméres Reaktionsprodukt, die Glyoxylsaure, ersetzt. Die 
freien Glycinmengen unterscheiden sich um weniger als 10% und die 
Ausbeuten an $-Hydroxy-asparaginsaure differieren um einen noch ge- 
ringeren Prozentsatz. 


1 TIT. Mitteil.: H. Mix, diese Z. 323, 173 [1961]. 

2 D. E. Metzler, J. B. Longenecker u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 
74, 2786 [1953]; 76, 639 [1954]. 

3 H.I. Nakada u. S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 204, 831 [1953]; 
D. E. Metzler, J. Olivard u. E. E. Snell, J. Amer. chem. Soc. 76, 644 [1954]. 
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Tab. 1. % gebildetes Glycin bei der Transaminierung von 0,2 mMol Mesoxalsaure 

bzw. Glyoxylsaiure mit je 0,1 mMol der angegebenen Aminosauren sowie °%, durch 

Kondensation gebildete 6-Hydroxy-asparaginsiure (Hyasp) wahrend der gleichen 

Reaktion in Gegenwart von 0,05 mMol Kupfersulfat und 3 mMol Pyridin in ins- 

gesamt 4,5 cm® Britton-Robinson-Puffer bei pH 7. Inkubation 2 Stdn. bei 37° 
unter Stickstoff. 

















Mesoxalsaure Glyoxylsaure 

Glycin Hyasp Glycin Hyasp 
ROR vores (etsy evict ies — 29,0 — 30,5 
a ee 42,0 20,5 45,0 22,0 
x-Aminobuttersaure . . 42,0 20,0 45,0 21,5 
Norval. i 9. 4 6s 42,0 20,5 45,0 19,0 
Wien 41 FR 4. ORES ha 6,5 4,0 19,0 9,0 
LOC ee ae 37,0 14,0 38,0 14,0 
Isoleucin. . ... s% 11,5 10,0 28,0 14,0 
Phenylalanin. . .. . 57,0 26,0 57,0 26,0 
Methionin ...... 43,0 18,0 37,5 14,0 
A se er 44,0 18,5 38,0 16,5 
Glutaminsfure .... 53,0 18,5 58,0 18,0 
Mittelwert ...... 37,8 18,1 41,0 18,6 





Offensichtlich mu8B die Mesoxalsiure erst einmal in Glyoxylsaure 
umgewandelt werden, bevor sie zu Glycin weiterreagiert bzw. mit diesem 
in der Folge zum Kondensationsprodukt zusammentritt. Dariiber hinaus 
kann man annehmen, daB sich waihrend des Ubergangs der Mesoxalsaure 
in Glyoxylséure kein Zwischenzustand herausbildet, der auch nur kurz- 
zeitig eine fiir die Kondensationsreaktion mit Glycin besonders giinstige 
polare Beschaffenheit aufweist, da bei vorgegebenem Glycin Glyoxyl- 
siure kaum weniger schnell zur 6-Hydroxy-asparaginsaure reagiert als 
Mesoxalsiure. AuBerdem resultieren auch aus einem Gemisch beider 
Oxosduren mit beliebigen Aminosduren stets Proportionen an Glycin 
und £-Hydroxy-asparaginsaure, die innerhalb der Fehlergrenze mit den 
Mittelwerten der Tab. 1 tibereinstimmen. 

Die Aktivitatsreihe der «-Ketosaéuren, an deren Spitze bisher die 
Mesoxalsaure gestanden hatte!, wird also nunmehr von der Glyoxylsaure 
angefiihrt. Aber beide Oxoséuren bewirken gleichermafen, da die 
unterschiedliche Reaktivitat der einzelnen Aminosaiuren, wie sie im 
Umsatz mit weniger reaktionsfahigen «-Ketosduren — durchweg gleich- 
sinnig — zutage tritt, nur noch sehr abgeschwacht zum Ausdruck kommt. 
Andererseits mu8 aus der Ahnlichkeit im Verhalten von Mesoxalsaure 
und Glyoxylsaure jedoch gefolgert werden, daB die unkatalysierte Trans- 
aminierung mit Glyoxylséure das neuerliche Auftreten eines breiten 
Aktivitaétsspektrums zeitigen wird. Tatsichlich sind derartige Unter- 
schiede als bedeutsames Resultat einer Untersuchung von Nakada und 
Weinhouse? bereits registriert worden; allerdings wurde beim Vergleich 
mit den eigenen Ergebnissen jetzt offenbar, daB sich das Transaminie- 
rungsvermégen der Aminosauren hier und dort in nicht erwartetem Mabe 
verschieden darstellt. Dieser Differenz wegen, sowie auf Grund ihrer 
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zunehmenden biologischen Bedeutung wurde nun auch die Glyoxylsaure 
in Transaminierungsversuche einbezogen. 

Insgesamt wurde die Glyoxylséure — wie Tab. 2 zeigt — in drei 
Versuchsreihen mit jeweils 19 Aminoséuren umgesetzt, und zwar einmal 
zusammen mit Kupfer(IL)-Ionen und Pyridin (a), sodann mit Kupfer(IT)- 
lonen allein (b) und schlieBlich in Abwesenheit eines Katalysators (c). 

An Hand der Mittelwerte von Tab. 2 lassen sich einige, das Gesamt- 
geschehen vervollstaéndigende, Aussagen machen. Sofern Kupfer(II)- 
Ionen und Pyridin mitwirken, bleibt das Aktivitatsverhaltnis zwischen 
Mesoxalsaure und Glyoxylsaure auch nach Einbeziehung von weniger re- 
aktionsfreudigen Aminosduren mit 1 zu etwa 1,1 konstant, da die gemes- 
senen Glycinmengen 36,7% 1 bzw. 40,7° der Theorie betragen. LaBt man 
dagegen die Base fort, so wandelt sich die Transaminasewirkung der bei- 
den Oxosauren in entscheidender Weise. Wahrend die Aktivitat der Gly- 
oxylsadure um etwa ein Viertel zuriickgeht (30,4°), sinkt die der Mesoxal- 
siure auf fast die Halfte ab (16,1°%); bei der allein durch Kupfer(II)- 
lonen katalysierten Transaminierung ist also die Glyoxylséure etwa 
doppelt so wirksam wie die Mesoxalsaiure. Demzufolge ist es kaum iiber- 
raschend, daB sich auch unkatalysiert in 2 Stdn. immerhin noch durch- 
schnittlich 5,6°%% der Aminosduren mit Glyoxylsaure umsetzen, und zwar, 
wie vermutet, -mit von Fall zu Fall auBerordentlich schwankender 
Intensitat. 


Tab. 2. % gebildetes Glycin bei der Transaminierung von 0,2 mMol Glyoxylsaure 
mit je 0,1 mMol Aminosaure in insgesamt 4,5 cm* Britton-Robinson-Puffer a) in 
Gegenwart von 0,05 mMol Kupfersulfat und 3 mMol Pyridin, b) in Gegenwart von 
0,05 mMol Kupfersulfat, c) ohne Katalysator. Inkubation 2 Stdn. bei 37° unter 
































Stickstoff. 

a b c | a b c 

x.-Diamino- Alanin. . . . .| 45,0 | 36,0 8,3 
buttersaure. . | 37,0 | 40,0 [<2 «-Aminobutter- 

Ornithin. . . .| 50,0 | 67,0 | 18,6 siure ....1| 45,0 | 29,0 5,2 
Lysin . ... .{| 55,0 | 51,0 | 10,4 || Norvalin. . . . | 45,0 | 21,0 5,2* 
Arginin . . . .]| 38,0 | 32,0 6,011 Valin... . «| 2p 5,0 |<1l 
Histidin . . . . | 50,0 | 13,0 |<2 Leucin. . . . . | 38,0.] 11,0*| 3,7* 
Glutaminséure . | 58,0 | 58,0 7,8 ||Isoleucin. . . . | 28,0 | 15,5 |<2 
Asparaginsaéure . | 47,0 | 40,0 7,8 |j/Serin ... . .{| 27,0 | 26,5 |<2 
Asparagin . . . | 39,0 | 33,0 7,0 || Threonin. . . .| 24,0 | 12,0 |<1 
Methionin . . . | 37,5 | 30,0*| 12,0*||Cystein . . . .| 34,5 9,0 {<1 
Phenylalanin . . | 57,0 | 49,0 5,7*|| Mittelwert . . . | 40,7 | 30,4 5,6 


* teilweise ausgefallen. 


Betrachtet man die Prozentzahlen der nicht katalysierten Reaktion 
naher, so ergibt sich, daB man es auch hier mit den mehrfach kon- 
statierten Zuordnungen zu tun hat. Danach liegen basische Aminoséuren 
erneut an der Spitze; die sauren und die Mehrzahl der neutralen Amino- 
sduren transaminieren wie gewohnlich recht gut, wahrend sich einige 











196) 


aure 


drei 
mmal 
(IT)- 
3 (Cc). 
amt - 
(IT)- 
chen 
rre- 
mes- 
man 
bei- 
Gly- 
xal- 
IT)- 
twa 
ber- 
rch- 
var, 
ider 


ion 


ige 





Bd. 325 (1961) Reaktionen zwischen «-Amino- und «-Ketosauren, IV 109 


weitere Verbindungen wie Valin und Cystein erwartungsgemaB indiffe- 
rent verhalten. 

Diese Feststellung stimmt nun allerdings — wie schon bemerkt — 
nicht mit den (mehr qualitativen) Ergebnissen von Nakada und 
Weinhouse? iiberein. Sie fanden, da Glutamin und Glutaminsaure 
von allen untersuchten Aminoséuren am kraftigsten transaminierten. 
Ein solches Ergebnis widerspricht jedoch unseren Erfahrungen; nach 
ihnen hatte sich die Glutaminsaure bei der nichtenzymatischen Trans- 
aminierung gegeniiber anderen Aminoséuren niemals ausgezeichnet. Im 
Gegenteil, ihre Aminogruppe hatte sich durchweg als erheblich weniger 
labil erwiesen als z. B. die der basischen Aminosauren. Da ein anderes 
Verhalten von der Struktur der Molekel her auch nicht ohne weiteres 
zu verstehen ware, mu offenbleiben, wie die abweichenden Beobach- 
tungen von Nakada und Weinhouse zu erklaren sind. Die gleichfalls 
ersichtlichen Unterschiede in den Reaktionsgeschwindigkeiten kénnen 
hier auBer Betracht bleiben, da hinlinglich bekannt ist, daB sich bei 
katalytischen Vorgangen — enzymatischen wie nichtenzymatischen — 
auch der Puffer in starkem MafBe geltend machen kann. 


b) Aldolspaltung von #-Hydroxy-«x-aminosauren 


Der Befund, da8 das Kupfer(II)-Glycin-Chelat «-Oxosaéuren nur 
schwach aminiert!, dagegen sich mit diesen bereitwillig kondensiert, war 
AnlaB fiir die weitere Beschaftigung mit $-Hydroxy-x-aminosauren. 


Erst vor kurzem haben sowohl Akabori als auch Greenstein erkannt, daB 
sich mit Hilfe des Kupfer(II)-glycinats unter milden und vorteilhaften Reaktions- 
bedingungen alle méglichen Hydroxyaminosauren herstellen lassen. Bisher wurden 
folgende Hydroxyaminosiuren mit durchweg guten Ausbeuten synthetisiert: 
Threonin*, 6-Hydroxy-f-methyl-asparaginsaure®, Serin® sowie «- -Hydroxymethyl., 
x-Methyl- und «-Athyl-serin? und f-Hydroxy-leucin®. Neuerdings kam noch die 
praparative Darstellung der eingangs mehrfach zitierten B-Hydroxy-asparagin- 
siure durch Kornguth und Sallach® hinzu. 

Ubrigens war es schon Metzler, Longenecker und Snell? gelungen. 
Glycin und Glycinpeptide unter dem katalytischen Einflu8 von Pyridoxal und 
Metallionen in die entsprechenden Hydroxyaminoverbindungen umzuwandeln. 
Zugleich befaBten sie sich jedoch ausfiihrlicher mit dem umgekehrten Vorgang, 
namlich der katalytischen Spaltung von Hydroxyaminosauren. Diese ging unter- 
halb pH 12 vonstatten, wenn das Substrat bei Siedetemperatur mit dem ebenfalls 
genannten Aldehyd und einem entsprechenden Metallsalz umgesetzt wurde? 1°. 


4M. Sato, K. Okawau.8. Akabori, Bull. chem. Soc. Japan 30, 937 [1957]. 

5 L. Benoiton, M. Winitz, R. F. Colman, S. M. Birnbaum u. J. 
P. Greenstein, J. Amer. chem. Soc. 81, 1726 [1959]. 

6 §. Akabori, T.T. Otani, R. Marshall, M. Winitz u. J. P. Green- 
stein, Arch. Biochem. Biophysics 83, 1 [1959]. 

7 T. T. Otaniu. M. Winitz, Arch. Biochem. Biophysics 90, 254 [1960]. 

8 Y.Ikutani, T.Okuda u. S.Akabori, Bull. chem. Soc. Japan 33, 
582 [1960]. 

® M.L.Kornguth u. H.J.Sallach, Arch. Biochem. Biophysics 91, 39 
[1960]. 
10 J. B. Longenecker, M. Ikawa u. E.E. Snell, J. biol. Chemistry 226, 
663 [1957]. 
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DaB derartige Spaltungen auch durch starke, wiGBrige Alkalien in der Hitze kata- 
lytisch beschleunigt werden, war allerdings schon linger bekannt! 1*. Zudem 
hatten Wieland, Cords und Keck gefunden, da$ diese Reaktion auf Grund ihrer 
Reversibilitat sogar zur Darstellung von Hydroxyleucin herangezogen werden 
kann}, 


Da Additionen an Carbonylgruppen ganz allgemein Gleichgewichts- 
reaktionen darstellen, muB in einem mehr oder minder groBen Umfang 
auch im gegenwartigen Zusammenhang mit einer katalytischen Spaltung 
von 6-Hydroxy-x-aminosduren gerechnet werden. 


Katalysator 


——————* 2a 








R—CH + CH,—CO,H = 
I | on | 
O NH, OH NH, 


Bei den vorzunehmenden Untersuchungen waren insbesondere zwei 
Gesichtspunkte mafgebend. Erstens sollten méglichst physiologische 
Bedingungen gewahrt bleiben und zweitens sollte nach Zusammen- 
hangen zwischen der Konstitution und Reaktivitét der Reaktions- 
teilnehmer geforscht werden. 


Zu Anfang wurde festgestellt, das Kupfer(I1)-Ionen und organische 
Basen nicht ausreichen, um bei biologischen Temperaturen irgendeine 
der verwendeten Hydroxyaminoséuren in nennenswertem Umfang zu 
spalten. Das gelingt erst durch Temperaturerhéhung, dann jedoch u. U. 
bemerkenswert rasch. Fiir die festgelegten, einschrankenden Reaktions- 
bedingungen erweist sich somit die Aktivierungsenergie zur Lésung der 
Bindung zwischen C-2 und C-3 einer 6-Hydroxy-x-aminosaure als zu 
hoch — trotz Komplexbildung mit Kupfer(II) und trotz Baseneinwir- 
kung. Um diese Energie herunterzudriicken, bedarf es eines zusatzlichen 
Hilfsmittels. Es fand sich in Form aller méglichen «-Oxoséuren, die im 
Verein mit Kupfer(II) und Pyridin bereits in neutralen, biologisch 
temperierten Lésungen den angestrebten Effekt fast immer auslésten. 
Demzufolge wurden vorlaufig fiinf $-Hydroxy-x-aminosaéuren ausge- 
wahlt und mit jeweils fiinf «-Oxoséuren kombiniert. Tab. 3 und 4 geben 
Auskunft tiber das Resultat dieser Umsetzungen. 


Tab. 3 veranschaulicht, in welchem Umfang die Hydroxyaminosaure 
durch die jeweilige «-Ketosaéure gespalten und welcher Anteil wahrend- 
dessen transaminiert wird. Mit der Summe der beiden Werte ist die um- 
gewandelte Hydroxyaminosaure nahezu quantitativ erfaBt. Lediglich in 
den Phenylserin- und p-Nitro-phenylserin-Reihen sind zur vollstandigeren 
Erfassung aller Reaktionsprodukte noch kleine Mengen an f-Hydroxy- 
asparaginsaure (etwa 1—3%) zu beriicksichtigen. 


11 'T. Wieland u. L. Wirth, Chem. Ber. 82, 468 [1949]. 
2 J.M. Bremner, Nature [London] 168, 518 [1951]. 
13:'T. Wieland, H. Cords u. E. Keck, Chem. Ber. 87, 1312 [1954]. 
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Tab. 3. Aldolspaltung (°% gebildetes Glycin) und Transaminierung (°/, entstandene 

z-Aminosaure) beim Umsatz von 0,1 mMol 6-Hydroxy-«-aminosaure mit 0,2 mMol 

a-Ketosiure in Gegenwart von 0,05 mMol Kupfersulfat und 3 mMol Pyridin in 

insgesamt 4,5 cm® Britton-Robinson-Puffer bei pH 7 nach 2stdg. Inkubation bei 
37° unter Stickstoff (p-Nitro-phenylserin nicht restlos gelést). 








5 e " Pheny]l- 
Brenztraubensaure | «-Ketoglutarsiure ensiedebeeteiiaitens 
. : _2 |Glutamin- , Phenyl- 
Glycin Alanin Glycin pes Glycin uate 
BUEN Te. ay woe <1 23 | 3,6 <1 4,7 
Threonin. ... 26,5 <Z 15,0 3,5 18,0 4,2 
p-Hydroxy- 
asparaginsaure 8,0 <2 5,0 <2 10,0 =< | 
Phenylserin . . 84,0 4,3 73,5 8,5 60,0 11,5 
p-Nitro-phenyl- 
gern 2 4S 9,2 2,1 10,5 3,0 11,5 3,2 




















Auch in Tab. 4 sind zuniachst die freien Glycinmengen aufgefiihrt. 
Die zweite Spalte gibt AufschluB itiber die Kondensationsreaktion 
zwischen einem Teil des Glycins und der Glyoxylsiure. Mit beiden 
Prozentzahlen ist hier das gesamte, wihrend der Reaktion mdglicher- 
weise mehrmals transmutierte Glycin erfaBt. NaturgemaB ist es in 
diesem Falle nicht méglich, mit den gegenwartig benutzten Analysen- 
methoden zwischen Aldolspaltung und Transaminierung zu_ unter- 
scheiden. Dazu bediirfte es entweder “C-markierter Hydroxyamino- 
siuren bzw. Glyoxylsaure! oder der quantitativen Ermittlung aller neu- 
gebildeten Oxosauren. 


Tab. 4. Aldolspaltung (°/, entstandenes Glycin) und Aldolkondensation (° gebildete 

p-Hydroxy-asparaginsaure, Hyasp) beim Umsatz von 6-Hydroxyaminosauren mit 

Mesoxalsiure bzw. Glyoxylsiure in Gegenwart und in Abwesenheit von Pyridin 
(p-Nitro-phenylserin nicht restlos gelést). Reaktionsbedingungen s. Tab. 3. 





Mesoxalsiaure | Mesoxalsaure | Glyoxylsaure | Glyoxylsaure 
mit Pyridin | ohne Pyridin | mit Pyridin | ohne Pyridin 





























Glycin|Hyasp|Glycin| Hyasp/Glycin|Hyasp|Glycin| Hyasp 
Serin ...... . | 22,0 | 16,5 | 22,0 | 17,0 | 27,0 | 28,0 | 26,5 | 33,5 
Threonin. . ... . | 22,0 | 15,5 9,5 4,0 | 24,0 | 15,5 | 12,0 | 17,0 
Hyasp. ...... {| 10538 se 3,0 — 12,8 — 12,5 — 
Phenylserin ... . | 47,5 | 19,0 | 31,5 | 15,5 | 31,5 | 28,5 | 21,5 | 36,0 
p-Nitro-phenylserin . | 28,5 | 13,5 4,0 3,0 | 28,5 | 15,5 5,3 | 17,0 


Auffallendstes Merkmal der Tab. 3 und 4 ist die weitreichende Ver- 
schiedenheit sowohl in der Reaktionsfahigkeit der einzelnen Hydroxy- 
aminosauren als auch in der Katalysewirkung der Oxosauren. Dabei wird 
das Bild der Spaltungsreaktion wesentlich scharfer durch die unter- 


ele W. Fleming u. G. W. Crosbie, (Biochim. biophysica Acta 48, 139 
[1960]) untersuchten z. B. die nichtenzymatische Transaminierung zwischen Glycin- 
[2-4C] und Glyoxylséure sowie zwischen Alanin-[1-14C] und Brenztraubensaure. 
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schiedlichen Strukturen der Substratmolekeln gepragt als durch ahn- 
liche Unterschiede zwischen den katalysierenden «-Oxosauren. Als Be- 
weis mégen die MeBwerte innerhalb der senkrechten Tabellenspalten 
dienen. Diese umspannen einen Bereich, der praktisch die Gesamtheit 
chemischen Wirkungsvermégens einschlieBt, angefangen von minimaler 
Veranderung bis hin zum nahezu restlosen Abbau der Substratmolekel. 
Dementsprechend hat man es hier mit einem Vorgang zu tun, der zugleich 
ein Spiegelbild von auBergewohnlich stark differierenden Wirkungen der 
am B-C-Atom der 6-Hydroxyaminosiuren haftenden Reste darstellt. 

Im Vergleich zur Beschaffenheit des Substrats wirken sich Konsti- 
tutionsunterschiede in der Katalysatorreihe auf die Spaltungsgeschwin- 
digkeit viel weniger differenziert aus. Der SubstituenteneinfluB in der 
x-Oxosauremolekel ist den MeBwerten der waagerechten Zeilen zufolge 
recht begrenzt und reicht kaum iiber mittlere GroBenordnungen hinaus. 

Eine endgiiltige Antwort auf die wesentlichsten Fragen zur Aldol- 
spaltung von 6-Hydroxyaminosauren ist mit demi bisher zur Verfiigung 
stehenden Vergleichsmaterial noch nicht méglich. Schon tiber die be- 
schleuriigende Wirkung der verschiedenen «-Oxoséuren kann man vor- 
erst kaum konkrete Voraussagen machen. Zum Beispiel steht dem nahezu 
100proz. Umsatz zwischen Brenztraubensdure und Phenylserin nur ein 
etwa 60proz. Abbau des Phenylserins durch Glyoxylsdure gegeniiber. 
Das ist ein Ergebnis, welches dem aus der Transaminierung zu folgernden 
vollig entgegengesetzt ist. Nicht vorherzusehende, allenfalls in Analogie 
vermutete Effekte polarer, sterischer oder anderer Art stellen hier noch 
gainzlich unbestimmbare GréBen dar und entziehen sich somit quanti- 
tativen SchluBfolgerungen. Immerhin erlauben eine Anzahl Fakten, der 
durch Metallionen und Basen katalysierten Aldolspaltung (bzw. -kon- 
densation) ein Reaktionsschema zugrunde zu legen und daran einige Be- 
trachtungen zu kniipfen. 

Man kann annehmen, daf der einleitende Schritt zur Aldolspaltung 
in der Kondensation zwischen der $-Hydroxyaminosaure und der «-Oxo- 
siure zur Schiffschen Base besteht! (a). Als unmittelbare Folge resultiert 
ein mehr oder weniger tiefer Eingriff in die Ladungsverteilung des ge- 
samten Molekelverbandes, der die Aufspaltung der Bindung zwischen 
C-2 und C-3 der urspriinglichen Hydroxyaminoséure unter Produktion 
einer neuen Oxoverbindung und eines Azomethins aus Glycin und der 
Ausgangs-«-Oxoséure zur Folge hat (b). Letzteres kann direkt in die 
genannten Komponenten zerfallen (d) bzw. nach Verschiebung der 
Doppelbindung (c) unter Transaminierung hydrolysieren (e). Allerdings 
setzt die Transaminierung — wie das Beispiel Serin beweist — nicht 
mit Unbedingtheit die gleichzeitige Aldolspaltung voraus; fiir die vor- 
liegenden Untersuchungen jedenfalls darf man annehmen, daf die ami- 
nierte x-Oxosdure zur Hauptsache ein Zerfallsprodukt der tautomeren 
Schiffschen Base (im Schema rechts oben) darstellt. 

Die Kondensationsreaktion diirfte in Umkehrung des formulierten 
Reaktionsablaufs vor sich gehen, und zwar zwischen beliebigen Amino- 
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siuren und Oxoverbindungen. Dies schlieBt die Tatsache ein, daB die zur 
Kondensation mit Aminosaéuren vorgesehene «-Ketosdure in Analogie 
zur Erlenmeyer-Synthese*® zugleich als Katalysator fungieren kann. 
H O —H,0 ® 
| || Cu’, Pyridin R—CH—CH—-N C—R’ 
R—CH—CH—NH + C—R’ ————_> ! 








— = 4 | 
l | | a O CO Cu CO 
OH CO,H CO.H a Ag 
Pe 
, ie 
| CH—N—C_R’ ‘H—N a 
R_OH - N oO — - N—C—R 
Cc 
I + |co cu co CO Cu CO 
+H,0 _ peed ~ +H,0 
ene ee o 
0 
| 
(H,-wn, C-—2’ HC=O0 H,N—CH—R’ 
| ae | + | 
CO,H CO,H CO,H CO,H 


R: H, CH, CO,H, C,H;, CsH,NO,(p) RB’: H, CH, CO,H, CH,C,H;, [CH,],CO,H 


Beziiglich des Substituenteneinflusses zeigt sich, dag Gruppen, 
welche die Elektronendichte am £-C-Atom der Substratmolekel erhéhen, 
die Aldolspaltung begiinstigen. Da die aldolartige Verkniipfung ein 
elektronenanziehendes Carbonyl-Kohlenstoffatom verlangt, konnte auf 
ein solches Verhalten geschlossen werden. Demgemaf bewirken sowohl 
der (+-1)-Effekt der Methylgruppe als auch der (-+-M)-Effekt des Phenyl- 
restes einen beschleunigten Abbau, wahrend der starke (—M)-Effekt des 
p-Nitrophenyls ebenso wie der (—I)-Effekt der Carboxylgruppe (wobei 
noch eine Wasserstoffbriicke zur Hydroxygruppe eine Rolle spielen mag) 
dem Aufbrechen der Bindung deutlich entgegenwirken. Dariiber hinaus 
ist aber auch die Azomethintautomerie fiir den Fortgang des Geschehens 
von nicht geringer Bedeutung, denn es fehlt nicht an Hinweisen, daB die 
Spaltung weniger ungehemmt verlauft, sobald diese mit dem reaktiven 
Molekelbezirk starker in Wechselwirkung tritt. Vielleicht erschlieBt sich 
von hier aus das abweichende Verhalten des Serins. 


15 K. Erlenmeyer jr. u. E. Friihstiick, Liebigs Ann. Chem. 284, 36 [1895]; 
EK. Erlenmeyer u. F. Bade, ebenda 387, 222 [1904]. 
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Fraulein Ingrid Peckruhn und Fraulein Marlies Neitzel bin ich fi 
fleiBige Mitarbeit zu besonderem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


Bis auf die drei nachfolgenden Verbindungen waren alle aufgefiihrten Amino 
siuren Handelsprodukte. Soweit erforderlich, wurden sie nach iiblichen Verfahre1 
auf chromatographische Reinheit gebracht. 6-Phenyl-serin und p-Nitro-£ 
phenyl-serin wurden nach den Vorschriften von Erlenmeyer und Frihstick!’ 
bzw. Ehrhart!* synthetisiert, wihrend §-Hydroxy-asparaginsaure anfangs 
aus Bromapfelsiure!? und waBrigem Ammoniak den Angaben von Dakin’, ent- 
sprechend erhalten wurde. 

Neuerdings erfolgte die Synthese auf Grund der vorstehenden Ergebnisse aus 
dem Kupfer(ITI)-Chelat des Glycins und Glyoxylsiure*. Ihr Verlauf stimmt nahe 
iiberein mit der inzwischen von Kornguth und Sallach® veréffentlichten Dar- 
stellung. In den eigenen Versuchen wurden jeweils 3,75 g Glycin, 6,25 g Kupfer- 
sulfat und 11,4g glyoxylsaures Natrium in 500 cm* Wasser gelést und mit 
Natronlauge auf pH 10 gebracht. Nach mehrstdg. Riihren bei Zimmertemperatur 
wurden die Kupferionen mit H,S gefallt und die Hydroxy-asparaginsaiure durch 
Adsorption an den basischen Wofatit L 150 von nicht umgesetztem Glycin befreit. 
Aus dem eingeengten und mit Alkohol behandelten essigsauren Eluat kristalli- 
sierten 3,5 g*(47% d. Th.) reiner Hydroxy-asparaginsaure. 

Samtliche «-Oxosauren bzw. ihre Natriumsalze wurden nach bekannten 
Vorschriften hergestellt; u.a. erhielten wir das Dinatriumsalz der Mesoxalsiure 
nach Conrad und Reinbach”® aus Dibrommalonsiaure und das Natriumglyoxylat 
aus Oxalsiure nach Weinhouse und Friedmann”®. 

Die papierchromatographische Trennung der Reaktionsprodukte und ihre 
quantitative Auswertung entsprachen den friither gegebenen Vorschriften?. 


Zusammenfassung 


Mesoxalséure und Glyoxylséure wurden in nichtenzymatischer, 
durch Kupfer(II)-Ionen und Pyridin katalysierter Reaktion mit einer 
Reihe von Aminoséuren umgesetzt. Das in 2 Stdn. bei pH 7 und 37° 
durch Transaminierung gebildete Glycin sowie die durch gleichzeitige 
Kondensation entstandene £-Hydroxy-asparaginséure wurden quanti- 
tativ bestimmt. Ferner wurde das Ausmaf der nur durch Kupfer(IT)- 
Ionen beschleunigten bzw. der nichtkatalysierten Transaminierung 
zwischen Glyoxylsdéure und Aminosauren festgestellt und mit den in der 
Literatur verzeichneten Ergebnissen verglichen. 

Die entsprechend katalysierte Aldolspaltung von (/-Hydroxy-a- 
aminoséuren wurde in ihrem quantitativen Verlauf untersucht. Dabei 
wurden fiinf Hydroxyaminosduren mit jeweils fiinf «-Oxosaéuren zur 
Reaktion gebracht und die Mengen des resultierenden Glycins, sowie der 


* Herrn cand. chem. H. J. Kreuzfeld danke ich fiir die praparative Ver- 
suchsdurchfiihrung. 

16 G. Ehrhart, Chem. Ber. 86, 483 [1953]. 

17 W. Lossen, H. Dueck u. M. Leopold, Liebigs Ann. Chem. 848, 285 
[1906]. 
18 H. D. Dakin, J. biol. Chemistry 48, 273 [1921]. 
19 M. Conrad u. H. Reinbach, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 1819 [1902]. 
20 §. Weinhouse u. B. Friedmann, J. biol. Chemistry 191, 707 [1951]. 
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transaminierten und neu kondensierten Produkte bestimmt. Die unter- 
schiedliche Reaktivitaét der Hydroxyaminosauren lieB sich in einem 
Reaktionsschema teilweise mit der Polaritaét der Substituenten in 
Beziehung setzen. 


Summary 


Mesoxalic acid and glyoxylic acid were reacted non-enzymically 
with a number of amino acids, with cuprous ions and pyridine as cata- 
lysts. After 2 hr. at pH 7 and 37°, the glycine formed by transamination 
and the B-hydroxyaspartic acid produced by simultaneous condensation 
were determined quantitatively. The extent of transamination between 
glyoxylic acid and amino acids, with no catalyst and with only cuprous 
ions as the catalyst, was determined and compared with the literature 
values. 

The course of the similarly catalysed aldol fission of 6-hydroxy-«- 
amino acids was followed quantitatively. Five hydroxyamino acids were 
reacted with each of five x«-oxoacids, and the amount of the resulting 
glycine and the transaminated and new condensation products deter- 
mined. The different reactivities of the hydroxyamino acids can be partly 
correlated with the polarity of their substituents. 


Dr. Hermann Mix, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin. Institut 
fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, BuchbinderstraBe 5—6. 
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Die Polysaccharide der Weinbergschnecke, VI' 
Isolierung des niedrigmolekularen Anteils 


im Galaktogen aus Eiern von Helix pomatia 
durch Ultrafiltration 


Von 
M. Geldmacher-Mallinckrodt und G. Triixler 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Erlangen, Vorstand: Prof. Dr. Dr. F.May, 
und der Applikationsabteilung der Beckman-Instruments GmbH, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Miirz 1961) 


Die Untersuchung von Galaktogen aus Eiern von Helix pomatia 
in der Ultrazentrifuge' zeigte das Vorliegen von drei Komponenten mit 
unterschiedlichem Molekulargewicht. Um zu priifen, ob es sich hierbei 
um Glieder einer polymer-homologen Reihe, oder um ein Gemisch ver- 
schiedener chemischer Individuen handelt, versuchten wir eine Trennung 
mittels Ultrafiltration, wobei die Ergebnisse in der analytischen Ultra- 
zentrifuge kontrolliert wurden. 

In einem Vorversuch hatte sich gezeigt, da ein Membranfilter mit 
einem mittleren Porendurchmesser von etwa 100 mu (Membranfilter 
feinst) Galaktogen in verdiinnter wafriger Losung nicht zurickhalt, 
wahrend bei einem mittleren Porendurchmesser von 100—35 mu 
(,,Ultrafeinfilter grob‘‘ der Membranfiltergesellschaft G6ttingen) nur ein 
sehr kleiner Anteil passiert. 

Um das Verhalten der durch das ,,Ultrafeinfilter grob“ auftrenn- 
baren Galaktogenkomponenten in der Ultrazentrifuge zu bestimmen, 
und mit dem Gesamtpraparat zu vergleichen, wurde eine gréBere Menge 
des ultrafiltrierbaren Anteils dargestellt. 


Ultrafiltration von Galaktogen 


3 g Galaktogen aus Eiern von Helix pomatia (Darstellung, analytische Daten 
und Verhalten in der Ultrazentrifuge s. 1. c.1) wurden in 150 cm*® Wasser gelost. 
75 cm’ der Lésung wurden durch ein vorher | Stde. in Wasser eingeweichtes und 
mit 300 cm* Wasser durchgespiiltes ,,Ultrafeinfilter grob‘‘ bei 200 Torr filtriert, 
und nach der Filtration das Volumen auf dem Filter wieder auf das Anfangs- 
volumen erginzt. Dieser Vorgang wurde 4mal wiederholt. Die einzelnen Filtrate 
sowie die nach der letzten Filtration auf dem Filter verbliebene Lésung wurden 
getrennt mit dem 5fachen ihres Volumens an Athanol und einem Tropfen konz. 
Kochsalzlésung versetzt. Die Niederschlagsmenge nahm von Filtrat 1—5 deutlich 
ab und war bei 5 nur noch auBerst_gering. Nach 48stdg. Stehenlassen wurde der 
Niederschlag abzentrifugiert, mit Athanol und Ather gewaschen und bei 110° 
getrocknet. 


1 VY. Mitteil.: M.Geldmacher-Mallinckrodt u. G. Traxler, diese Z 
322, 112 [1960]. 
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Der ultrafiltrierbare Anteil, ein farbloses, in Wasser gut lésliches 
Pulver, wog 82,2 mg, das sind 2,8% des Ausgangsmaterials. Der auf dem 
Ultrafilter verbliebene Riickstand war gleichfalls farblos und gut wasser- 
léslich. Die beiden Fraktionen wurden chemisch und in der Ultrazentri- 
fuge untersucht. 


1. Chemische Untersuchung 


a) Ultrafiltrierbarer Anteil 

Reaktion mit Kupferlauge?: 1 mg in 0,1 cm* Wasser lieferte 
mit Kupferlauge deutlich weniger Niederschlag als 1 mg des Ausgangs- 
galaktogens unter gleichen Bedingungen. 

Bei der Elektrophorese von 1 mg Substanz neben der gleichen 
Menge des Ausgangsgalaktogens und Glykogen zeigte sich, daB der 
ultrafiltrierbare Anteil elektrophoretisch nicht einheitlich ist. Die Haupt- 
menge (Abb. 1, Ib) ist deutlich weniger negativ geladen, als der Haupt- 
anteil der Ausgangssubstanz (Abb. 1, IIb), daneben findet sich noch ein 
elektroneutraler bzw. schwach elektropositiver Anteil (Abb. 1, Ia, ver- 
gleiche damit das elektroneutrale Glykogen, IIa), und ein etwas starker 
elektronegativer Anteil (Abb. 1, Ic). 


I I ra) 


—- Start 





® 


Abb. 1. Elektrophorese von 1 mg des ultrafiltrierbaren Anteils (1) neben je 1 mg 
Glykogen (II a) und Ausgangs-Galaktogen (II b). 
Veronal-Natriumacetat-Puffer pH 8,7, 4 = 0,075°; 6°; 180 V; Papier Schleicher 
& Schill Nr. 2043a; Start kathodennah; Dauer 16 Stdn.; Entwicklung mit Per- 
jodsiure-Parafuchsin‘. 


2 F. May, Z. Biol. 95, 277 [1934]. 

3 TI. Mitteil.: M.Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 307, 
191 [1957]. 

4 A. v. AufseB, Histochemie 1, 206, 210 [1959]. 
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Chromatogramm nach Hydrolyse: Abb. 2 zeigt ein Durcl - 
laufchromatogramm von 1 mg Hydrolysat des ultrafiltrierbaren Antei s 
neben 1 mg Hydrolysat des Ausgangs-Galaktogens. Die Hauptfrakticn 
(Abb. 2, Ib und IIb) ist in beiden Fallen Galaktose. Auch die beiden 
schwachen, schneller wandernden Fraktionen Ia und IIa sowie die 

stark angefairbten, langsamer als 


I II Galaktose wandernden Zonen Ic und 
IIc (Ic ist Galaktose-6-phosphat °) 
‘ - _____Start | entsprechen einander. Zum Unterschied 


— finden sich aber im Hydrolysat des 
bg baad : ultrafiltrierbaren Anteils im Bereich 
der Ry-Werte bis etwa 0,09 (Galaktose: 
Ry 0,16) vermehrt mit Benzidin anfarb- 
bare, breit verschmierte Zonen, die das 
Vorliegen eines weiteren Zuckerbau- 

b steins méglich erscheinen lassen. 








is Abb. 2. Durchlaufchromatogramm von 1 mg 
id Hydrolysat des Ausgangs-Galaktogens (1) 
neben 1 mg Hydrolysat des ultrafiltrierbaren 
Anteils (II). 
Hydrolysebedingungen: In H,SO,, 4 Stdn.; 
Zufiigen von BaCO, bis pH 6,5; Einengen 
der iiberstehenden Lésung im Vak.; Chroma- 
tographie: Butanol/Eisessig/Wasser 4:1: 5, 
absteigend, Papier Schleicher & Schiill Nr. 
2043b, Entwicklung mit Benzidin®. 





Elektropherogramm nach Hydrolyse (Elektrophoresebedin- 
gungen wie beim Polysaccharid, Entwicklung Benzidin®): Aufgetragen 
wurden 1mg Hydrolysat des ultrafiltrierbaren Anteils neben 1 mg 
Hydrolysat des Ausgangs-Galaktogens. Bei ersterem zeigte sich wie bei 
Galaktogen’ in der Hauptsache Galaktose als elektroneutraler Zucker 
neben einer stark elektronegativ geladenen Fraktion (bei Galaktogen 
Galaktose-6-phosphat*). Zwischen diesen jedoch fand sich eine breit 
verschmierte, schwacher mit Benzidin anfairbbare Zone, die beim Galak- 
togen fehlt. Eine Wanderung im elektrischen Feld in derart breiter Ver- 
teilung bei schwach elektronegativer Ladung ist fiir Glucosamin bekannt’. 

Die Reaktion nach Elson und Morgan® auf Hexosamin bei 
Einsatz von 1 mg Hydrolysat in 0,2 cm* Wasser war deutlich positiv, 
wogegen das Hydrolysat des Ausgangs-Galaktogens unter den gleichen 
Bedingungen keine Reaktion zeigte. 





5 H. Weinland, diese Z. 306, 56 [1956]. 

6 F. Cramer, Papierchromatographie, 8. 70, Verlag Chemie, Weinheim 1953. 

7M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 298, 256 [1953]. 
8 L. A. Elson u. W. T. J. Morgan, Biochem. J. 27, 1824 [1933]. 
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Quantitative Bestimmung von Aminostickstoff: Nach Auf- 
schlu8 mit Schwefelsiure® wurde nach Tompkins und Kirk!® bei 
Kinsatz von 672 y bzw. 634 y Substanz im Mittel 0,046% Stickstoff 
gefunden, was 0,59°/, Hexosamin entsprechen wiirde. 

Die quantitative Phosphorbestimmung (Methodik s. 1. c.1) ergab 
0,51% P. 

Spezifische Drehung: [«]?°:—24,3° (Wasser, c = 0,66), be- 
zogen auf aschefreie, bei 110° konstant getrocknete Substanz. 

Spezifische Drehung des Hydrolysates, gemessen 48 Stdn. 
nach Lésen in Wasser (Mutarotation) und bezogen auf die nach Somogyi"! 
sowie Macleod und Robison! bestimmte und als Galaktose berech- 
nete? Zuckerkonzentration: [«]*°:4-70,0° (Somogyi) und + 70,2° 
(Macleod-Robison). 

Aschegehalt: 4,6%. 

Hydrolysegrad: 84%. 

b) Nicht-ultrafiltrierbarer Anteil 

Bei den im vorstehenden beschriebenen qualitativen Untersuchun- 
gen fand sich kein Unterschied zu dem Ausgangs-Galaktogen!. Ins- 
besondere wurde gefunden: 

Spezifische Drehung: [«]9? : —15,4° (Wasser, c = 1,43). 

Spezifische Drehung des Hydrolysates: [«]%9?:+61,8° 
(Somogyi) und + 58,5° (Macleod-Robison). 

Aschegehalt: 2,42%. 

Phosphorgehalt: 0,40%. 

Die Reaktion auf Hexosamin® war im Hydrolysat negativ. 


2. Untersuchungen mit der analytischen Ultrazentrifuge 


Bei der Auftrennung von paucimolekularen Gemischen in der Ultra- 
zentrifuge erfolgt die Klassifizierung der Teilchen nach dem Gewicht, 
bzw. in einer annahernd polymerhomologen Reihe nach der GréBe ohne 
meBbaren EinfluB der elektrischen Eigenschaften der Substanz. Deshalb 
erhalt man bei derartigen Gemischen in der Ultrazentrifuge meist andere 
Auftrennungen beziiglich der Zahl der Komponenten und ihrer Mengen- 
verhaltnisse als bei Chromatographie und Elektrophorese. 

Die vorliegenden Untersuchungen wurden bei 25,0° in reinem Wasser durch- 
gefiihrt. Die Berechnung der Ergebnisse erfolgte analog 1. c.?. 

a) Ultrafiltrierbarer Anteil 

Wie es nach der Art der Darstellung des ultrafiltrierbaren Anteils 
des Galaktogens zu erwarten stand, handelt es sich dabei um die niedrig- 
molekularen Bestandteile des Galaktogens. Diese Substanz ist in einer 
normalen Sektorzelle bei 60000 U./Min. nicht mehr so weit sedimentier- 
bar, daB eine Auswertung der Diagramme nach Svedberg méglich ist. 
9 B.W.Grunbaum, F.L. Schaffer u. P. L. Kirk, Analytic. Chem. 24, 
1487 [1952]. 

0 E.R. Tompkins u. P. L. Kirk, J. biol. Chemistry 142, 477 [1942]. 

11M. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 61 [1945]. 

12M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 








120 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. G. Traxler, Bd. 325 (196 ) 


Alle Untersuchungen wurden deshalb in einer Uberschichtungszelle nac 1 
Schachman?* durchgefiihrt. 

Da fiir diese Versuche nur geringe Substanzmengen zur Verfiigurg 
standen, konnte nur eine brauchbare Sedimentationsgeschwindigkeits- 
messung bei 1,48 in wasseriger Losung durchgefiihrt werden. Dabvi 
ergab sich ein Sedimentationskoeffizient von 8.5 = 6,2 x 10-8 Sek. 
Der Befund deutet darauf hin, daB es sich um den bei der Untersuchung 
von Galaktogen gefundenen langsamsten Teil, der mit einer relativen 
Menge von etwa 5% im Galaktogen enthalten ist!, handelt. 

Die Auswertung der Diffusionskoeffizienten ergab einen Wert von 
31,0 x 10-7. 

Es erschien nicht sinnvoll, Berechnungen des Molekulargewichtes 
dieser Galaktogenkomponente vorzunehmen, da diese, wie oben be- 
schrieben, nach den elektrophoretischen Untersuchungen nicht einheit- 
lich ist. 

Nicht-ultrafiltrierbarer Anteil 

Aus Abb. 3 ist ersichtlich, daB das Sedimentationsgeschwindigkeits- 
diagramm dieser Substanz sehr ahnlich dem des Ausgangs-Galaktogens 
ist (s. 1. c.1). Auch die Analyse der Sedimentationskoeffizienten liefert 
ahnliche Ergebnisse (siehe Tabelle). Lediglich die Mengenverhiltnisse 
der einzelnen Komponenten sind durch eine Verminderung der am 
langsamsten sedimentierenden Komponente gegeniiber dem Galaktogen 
etwas verandert. 





Abb. 3. Sedimentationsdiagramm des nicht-ultrafiltrierbaren Anteils. Philpot- 
Svensson-System mit Phasenplatte nach Trautman und Wolters; 59780 U./Min., 
c = 1,5%, t = 25°, Aufnahmeabstand 2 Min. 


Prozentuale Mengenverhaltnisse und Sedimentationskoeffizienten der einzelnen 
Komponenten des nicht-ultrafiltierbaren Teils von Galaktogen. 








Gradient Mengenanteil ( 4) | 1018 s,(Sek.) 
I 2 "1 6,0 
II 26 10,8 
III 72 30,0 





3-H, K. Schachman u. W. F. Harrington, J. Polymer Sci. 12, 379 11954]. 
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Die Abnahme der Menge des Gradienten I von 5% vor Filtration 
auf 2% nach Filtration durch ein Ultrafilter des Porendurchmessers 
35—100 my zeigt, daB es so gelingt, etwa 60% des Anteils mit dem niedrig- 
sten Molekulargewicht aus dem Galaktogen abzutrennen. Dieses Dar- 
stellungsverfahren arbeitet ohne groBen Verlust, da andererseits auch 
etwa 3% des Ausgangsmaterials als ultrafiltrierbarer Anteil gewonnen 
wurden. 

Eine vollstandige Abtrennung des Gradienten I gelang nicht. Das 
mag daran liegen, daB auch dieser eine paucimolekulare Substanz dar- 
stellt, von dem das gewahlte Ultrafilter wiederum nur den niedrig- 
molekularen Anteil passieren lieB. Die Wahl eines Spezialfilters mit 
einem Porendurchmesser zwischen demjenigen von ,,Membranfilter 
feinst‘‘ und ,,Ultrafeinfilter grob“ kénnte hier zum Erfolg fithren. 

Der ultrafiltrierbare Anteil unterscheidet sich vom Gesamtpraparat 
durch 

die Wanderung im elektrischen Feld (Abb. 1), 

das Elektropherogramm nach Hydrolyse, 

das Chromatogramm nach Hydrolyse (Abb. 2), 

seinen Stickstoff- und Hexosamingehalt, 

eine stairker negative spezifische Drehung, 

einen hdheren Aschegehalt 

und einen geringeren Hydrolysegrad. 

Er ist jedoch keine einheitliche Substanz, da er sich durch Elektro- 
phorese in drei Fraktionen mit unterschiedlicher Wanderungsgeschwin- 
digkeit auftrennen 1aBt (Abb. 1). 

Das Galaktogen-Ausgangspraparat stellt somit nicht ein reines 
Gemisch von Gliedern einer polymer-homologen Reihe dar, sondern 
enthalt chemisch andersartig gebaute Polysaccharide beigemischt. 

Die Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft teil- 
weise durch Bereitstellen von Sach- und Personalmitteln unterstiitzt, wofiir wir 


auch an dieser Stelle danken méchten. Ebenso danken wir Herrn Dr. H. G. Elias, 
EK. T. H. Zurich, fiir sein freundliches Interesse an unserer Arbeit. 


Zusammenfassung 
Von Galaktogen aus Eiern von Helix pomatia wurden durch Ultra- 
filtration 60° der Komponente mit dem niedrigsten Molekulargewicht 
abgetrennt. Diese Fraktion, die selbst nicht einheitlich ist, unterschied 
sich von dem Ausgangspraparat chemisch und in der Ultrazentrifuge. 


Summary 
60% of the lowest molecular weight component of galactugen 
(from the eggs of Helix pomatia) was removed by ultrafiltration. This 
fraction, which is not homogeneous, differs from the starting material 
chemically and in ultracentrifugation. 


Frau Dr. Dr. M. Geldmacher-Mallinckrodt, Physiologisch-Chemisches 
Institut der Universitat, Erlangen, Wasserturmstr. 3. 
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Aufnahme und Verteilung yon Vanadin bei der Tunicate 
Phallusia mamillata Cuvier* 
(Untersuchungen iiber Himoyanadin, V') 

Von 
Hans-Joachim Bielig, Erich Jost, Karl Pfleger, Walter Rummel und Ernst Seifer 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie, und dem 
Pharmakologischen Institut der Universitit des Saarlandes, Homburg/Saar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Miirz 1961) 


Das von Henze? in Tunicaten (Manteltieren) der Familie Asciditdae 
(Seescheiden) entdeckte Vanadin enthaltende System hat Califano* 
Hiimovanadin genannt. Bei der am besten untersuchten festsitzenden 
Art, Phallusia mamillata Cuvier, ist das Himovanadin in spezifischen 
Zellen, den gelbgriinen Vanadocyten, enthalten, die nach Webb‘ 60%, 
der Blutzellen ausmachen. Baltscheffsky® fand bei sorgfaltiger Ent- 
blutung ausgewachsener Tiere, daB von den insgesamt etwa 10mg V 
je Tier mehr als 90% im Blut vorliegen. 

Die Untersuchungen von Bielig und Mitarbeitern' ** haben 
ergeben, daB die Vanadocyten von Phallusia mamillata das Vanadin 
als Proteiniumsalz der Disulfatovanadin(III)-siure, [Prot - NH,]° 
[V(SO,).]°, enthalten. Dieses tritt bei der Hiimolyse der vom Plasma 
getrennten Zellen mit einem gelben, stickstoffhaltigen, organischen 
Komplexbildner zu einem braunroten Ionenkomplex zusammen. Das 
braunrote Chromogen (Mol.-Gew. 24000)! steht mit seinen Dissozia- 
tions- und Hydrolyseprodukten im Gleichgewicht, was die saure Re- 
aktion des Hiimolysates bewirkt, deren Stromata-freien Anteil man als 
Henze-Lésung bezeichnet’. 





* Die Versuche wurden an der Zoologischen Station in Neapel (Direktor 
Dr. P. Dohrn) ausgefiihrt. 

1 IV. Mitteil. H.-J. Bielig u. E. Bayer, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 29, 109 
[1957]. 

2M. Henze, diese Z. 72, 494 [1911]; 79, 215 [1912]; 86, 341 [1913]; 
M. Henze, R. Stohr u. R. Miller, diese Z. 213, 125 [1923]. 

3 L. Califano u. P. Caselli, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 21, 235 [1948]. 

4D. A. Webb, J. exp. Biology 16, 499 [1939]. 

5 H. Baltscheffsky u. M. Baltscheffsky, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 24, 
447 [1953]. 

6° H.-J. Bielig u. E. Bayer, Liebigs Ann. Chem. 580, 135 [1953]. 

7 H.-J. Bielig, E. Bayer, L. Califano u. L. Wirth, Pubbl. Staz. Zool. 
Napoli 25, 26 [1953]. 

8 H.-J. Bielig, Vortragsber. in Angew. Chem. 72, 46 [1960]. 

* H.-J. Bielig u. E. Bayer, in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Physiol.- u. Pathol.- 
chem. Analyse, 10. Auf]., Bd. IV, 8S. 714, u. zwar 8. 763, Springer-Verlag, Heidelberg 
1960. 

10 H.-J. Bielig u. E. Bayer, Experientia [Basel] 10, 300 [1954]. 
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Der Vanadin-Gehalt der Vanadocyten von Phallusia mamillata 
betrigt, spektrophotometrisch als 8-Hydroxy-chinolin-Komplex be- 
stimmt’, etwa 3% des Zelltrockengewichtes. Im kiistennahen Meerwasser 
sind nach Wattenberg™ 0,3 ug V/l enthalten; Ishibashi’ gibt fiir 
Hochseewasser einen etwa 10fach héheren Wert an. Nimmt man an, daB 
die Tiere ihren Vanadin-Bedarf allein aus dem Seewasser decken, so er- 
gibt sich® eine V-Anreicherung in den Vanadocyten von 1: 10° bis 1: 10°. 

Eigene emissionsspektrographische Messungen!® zeigen, daB die 
Blutzellen auBer Vanadin noch geringe Mengen Eisen und Kupfer, 
ferner auch Phosphor enthalten: 




















Metall V Fe Cu P 
pg/mg Trockenzellen* . . 23+2 0,17-0,02 | 0,043--0,002 | 2,6+-0,2 
pg/Zellmenge aus 1 ml Blut** . 106-4 0,70-+0,02 0,46-+-0,01 |26,7-+-0,9 


* 1953 gesammelte Zellen, Doppelbestimmung. 
** 1960 isoliertes Blut, Mittel aus 2 Proben. 


Goldberg und Mitarbeiter™ studierten erstmals die Vanadin-Auf- 
nahme durch Tunicaten, indem sie die Abnahme von radioaktivem, dem 
Seewasser zugesetztem Vanadat-[*V] in Gegenwart von Ascidia ceratodes 
und Ciona intestinalis verfolgten. Das aufgenommene 4*V wiesen sie 
autoradiographisch in fixierten Schnitten nach. Aus der unterschiedlichen 
Schwirzung schlossen sie auf Anreicherungen in bestimmten Organen. 
Kine eventuelle Aufnahme von Vanadin ins Blut blieb dabei unberiick- 
sichtigt. 

Da unter den Tunicaten die Ascidien ausnahmslos Vanadocyten im 
Blut enthalten* 15, und da bei der Ascidie Phallusia mamillata das Blut 
der Ort der héchsten Vanadinkonzentration ist®, haben wir diese Art 
als Objekt fiir das Studium von Aufnahme und Verteilung des Va- 
nadins in vivo gewihlt. Parallel dazu wurde in vitro gepriift, ob die 
Vanadocyten in der Lage sind, das Metall aus dem Blutplasma aufzu- 
nehmen. Es durften so nihere Einblicke in die zur Anreicherung des 
Vanadins fiihrenden Vorgiinge erwartet werden. Fiir eine Aussage iiber 
eine solche Anreicherung muB aufer der Gesamtaufnahme an Vanadin 
durch den Organismus auch die ins Blut iibergegangene V-Menge be- 
kannt sein. 

Zur Priifung der aufgeworfenen Fragen haben wir radioaktives 
Vanadin in Form von Natriumvanadat-[*8V] sowohl trigerfrei als 
auch in Anwesenheit von inaktivem Vanadat verwendet. Dies erscheint 


11 H. Wattenberg, Z. anorg. allg. Chem. 236, 339 [1938]. 

12 M. Ishibashi, T. Shigematsu, Y. Nakagawa u. Y. Ishibashi, Bull. 
Inst. chem. Res., Kyoto Univ. [Kagaku Kenkyusho Hokoku] 24, 68 [1951]. 

Beschreibung des Verfahrens bei H.-J. Bielig, K. Pfleger, W. Rummel 
u. E. Seifen, erscheint in Biochim. biophysica Acta [Amsterdam]. 

4 E. D. Goldberg, W. McBlairu. K. M. Taylor, Biol. Bull. 101, 84 [1951]. 

15 E. Boeri u. A. Ehrenberg, Arch. Biochem. Biophysics 50, 404 [1954]. 
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berechtigt, da von den léslichen Vanadinverbindungen die Vanadat 
beim pH-Wert des Seewassers (pH 7,7—7,8)'® am bestindigsten sin | 
und Meta-, Pyro- sowie Orthovanadat mit dem Decameren V,,0,,*° isa 
Gleichgewicht stehen!’. Zu den in-vitro-Versuchen wurde dasselbe radiv - 
aktive Priparat herangezogen; auch im Blutplasma (pH 6,6, Proteii,- 
Gehalt 0,03%)18 ist niimlich zu erwarten, dai das Vanadin als Vanadit 
vorliegt. 


Methodik 
Praparate und MeBanordnung: — radioaktive Vanadin-[**V] (E> 
- 0,7 MeV, K,y = 0,99, 1,32, 2,23 MeV, - 16,2 d) war durch BeschuB von 


Titenmetell mit Deuteronen im Cyclotron i outa und nach Haymond und 
Mitarbeitern?® isoliert worden. Die waBrige Lésung enthielt Natriumvanadat-[48V ] 
(3-105 Imp./Min. je ml), inaktives Vanadat (9ug V/ml) und Natriumchlorid 
(28,5 mg/ml). Sie war frei von anderen radioaktiven Isotopen; Titan lieB sich 
emissionsspektrographisch nicht mehr nachweisen. — Das tragerfreie Praparat 
(Hersteller: British Atomic Energy Research Etablishment, Harwell) lag als 
Natriumvanadat-[4*°V] in waBriger Lésung mit einer Aktivitaét von 0,5 uC/ml vor. 

Die y-Aktivitat wurde im Szintillationsdetektor mit NaJ(T1)-Borloch- 
kristall (Modell 810 A, Baird Assoc. Atomic Instrument Co, Cambridge/USA) ge- 
messen. Von den erhaltenen Impulswerten wurde die Nullrate abgezogen. Die 
Zerfallsrate ist beriicksichtigt, so daB die angegebenen Aktivitaitsraten unter- 
einander vergleichbar sind. 

In-vivo-Versuche: Die durch Dredschen im Golf von Neapel aus etwa 
50m Tiefe erhaltenen Phallusien wurden von den an der Ansatzstelle haftenden 
Steinen befreit und vorsichtig abgebiirstet. Sie wurden je nach GréBe (0,2—162 g) 
spatestens 10 Stdn. nach dem Fang als Gruppen von 2—3 Tieren in 2—3/ fil- 
triertes, durchliiftetes Seewasser eingesetzt und darin 24 bzw. 48 Stdn. belassen. 
Als Filter diente in den Versuchen mit traigerfreiem Vanadat-[48V] eine 4 cm dicke 
Schicht von Celite. Die Temperatur der Pyrex-Bechergliser wurde bei 14 bzw. 18° 
gehalten. Dem Seewasser war vor dem Einsetzen der Tiere das radioaktive Praparat 
zugegeben worden: 520 Imp./Min. je m/ beim nicht-tragerfreien, 446 Imp./Min. je 
m/ beim tragerfreien Praparat. Eine Adsorption von aktiver Substanz ans Glas 
durfte, iibereinstimmend mit den Angaben von Goldberg", vernachlassigt 
werden. 

Die *8V-Aktivitét wurde bestimmt in Blut und Blutzellen, in der Tunica, im 
Branchialsack (einschlieBlich Mantel) sowie in der Speicherniere ohne Abtrennung 
von anhangenden Gonaden und eingeschlossenem Verdauungstrakt (aufgeschnit- 
tener Darm mechanisch von Kot befreit). Die frischen Organe oder (bei gr6Beren 
Tieren) Teile derselben, die an verschiedenen Stellen entnommen wurden, sind dazu 
in glaserne MeBréhrchen (2,5 ml Inhalt) eingefiillt worden. Die gemessenen Akti- 
vitéten wurden auf 1 g Frischgewicht bzw. 1 m/ umgerechnet. 

Das Blut wurde durch Punktion des Herzens gewonnen®; man erhielt je nach 
Tiergr6Be 1 bis 20 ml. Die Blutzellen hat man durch Zentrifugieren (1 Min. bei 
3000 U./Min.) vom Plasma getrennt und 2mal mit der dem Blutvolumen ent- 
sprechenden Menge an proteinfreiem, kiinstlichem Plasma gewaschen. Dieses 
enthielt, unter Verwendung der von Robertson!'® angegebenen Daten berechnet, 


16 H.-J. Bielig u. P. Dohrn, Z. Naturforsch. 5b, 316 [1950]. 

7 J. F. Hazel, W. M. McNabb u. R. Santini jr., J. physic. Chem. 57, 681 
[1953]; vgl. auch F. J. C. Rosottiu. H. Rosotti, Acta chem. scand. 10, 957 [1956]. 

8 J.D. Robertson, J. exp. Biology 31, 424 [1954]. 

19 H. R. Haymond, R. D. Maxwell, W. M. Garrisonu. J. G. Hamilton, 
J. chem. Physics 18, 756 [1950]. Bei Verwendung von Titan-Folie anstelle von 
PulverpreBlingen muB in FluBsaure gelést und (vor der Na,CO,/NaNO,-Schmelze) 
in Gegenwart von Schwefelsiure abgeraucht werden. 
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in g/kg Lésung: NaCl 26,0, MgCl, -6H,O 7,5, MgSO,-7H,O 3,6, CaCl, 1,05, 
KCl 0,75, NaHCO, 0,1 und Wasser 961,0. 

Zur Hamolyse wurden die gewaschenen Blutzellen mit dest. Wasser ver- 
riihrt (2,5 ml Wasser auf Zellen aus 1 ml Blut) und 10 Min. stehengelassen. Die 
braunrote Henze-Lésung trennte man durch Zentrifugieren (5 Min. bei 
3000 U./Min.) von den Zellriickstanden, die einmal mit dest. Wasser (1 ml je Riick- 
stinde aus 1 m/ Blut) gewaschen wurden. Zur Messung gelangte 1 m/ der Henze- 
Lésung. — Die Zellriickstande wurden mit konz. Salpetersiure unter Zusatz 
von Perhydrol direkt im MeBréhrchen verascht; die Lésung wurde mit Wasser auf 
1 m/ aufgefiillt. 

In-vitro-Versuche: Die zur Punktierung des Phallusienblutes verwendete 
Spritze enthielt soviel einer 20proz. Lésung von Polyvinylpyrrolidon K,, (Farben- 
fabriken Bayer, Leverkusen) in 0,5n NaCl, daB eine Endkonzentration von 2%, 
erreicht wurde. Hierdurch konnte eine Zusammenballung der Blutzellen verhindert 
werden. 

Zu je 35 ml des frisch entnommenen Blutes gab man | mi der Lésung von trager- 
freiem Natriumvanadat-[4*V], mischte und bewahrte das mit einer Glaskappe ver- 
sehene GeféB unter vorsichtigem Umschiitteln (60 Ausschlage/Min.) bei 3 bzw. 
20° auf. Zu Beginn des Versuches und nach !/,, 1/,, 1, 2, 4, 10, 24 und 48 Stdn. ent- 
nahm man jeweils 5 ml Blut und bestimmte die Aktivitat in den getrennten Frak- 
tionen (Plasma, Henze-Lésung und Zellriickstaénden), wie oben angegeben ist. 


Ergebnisse 
Versuche in vivo 

Setzt man Phallusien unterschiedlicher Gréfe (0,2—162 g) in durch- 
liiftetes Seewasser mit gleicher Vanadat-[*8V ]-Konzentration (9 ug V 
mit 520 Imp./Min. je ml), so findet man eine mit dem Gewicht an- 
steigende Aufnahme an 48V-Aktivitit. Nach 24 Stdn. bei 18° haben 
Tiere mit einem Gewicht um 0,5 g etwa 1%, solche um 30g durch- 
schnittlich 5% und die ausgewachsenen Exemplare (um 150 g) 15% der 
angebotenen Menge aufgenommen. Trigt man die je g Frischgewicht 
gefundene Aktivitait gegen das Tiergewicht auf (Abb. 1), so ergibt sich, 
daB die jiingeren Tiere (<20 g) in gleichen Zeiten bis zu 10mal mehr 
Vanadin resorbieren als Altere. 

Die Verteilung der aufgenommenen **V-Aktivitit auf Blut und 
Organe zeigt Abb. 2. Es fallt auf, daB der Branchialsack, der zu- 
sammen mit dem Mantel entnommen wurde, bezogen auf die Gewichts- 
einheit, in jedem Falle die gréBte, den Gehalt des Blutes mehrfach iiber- 
steigende Menge an Vanadin-[48V] enthalt. Demgegeniiber unterscheiden 
sich die Tunica, die die Hauptmasse des Kérpergewichtes ausmacht, 
und das Blut in ihrer 48V-Aktivitaét nicht voneinander. Beim Ver- 
dauungstrakt allerdings liegen die Werte fiir kleine Tiere andeutungs- 
weise héher. Die schwierige Beschaffung von Exemplaren dieser GréRe 
verhinderte die Sicherung der Beobachtung. Es ist bei der Beurteilung 
dieses Befundes aber zu beriicksichtigen, daB sich der Darminhalt, fiir 
den Werte zwischen 10 und 15- 10° Imp./Min. je g gemessen wurden, 
nur schwer vollstaindig entfernen laBt, was sich gerade bei Tieren mit 
geringem Gewicht besonders auswirkt. 
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Abb. 1. Beziehung zwischen Tiergewicht (in g) und Vanadat-{48V]-Aufnahme aus 
Seewasser. Ordinate: 48V-Aktivitét A je g Frischgewicht. Versuchsdauer 24 Stdn., 
Temperatur 18°; angebotene 4°V-Aktivitat: 520 Imp./Min. je ml. 
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Abb. 2. Verteilung der aufgenommenen ‘4*V-Aktivitaét auf Blut und Organe. 

@ — Branchialsack (einschl. Mantel); @ — Verdauungsorgane (einschl. Gonaden) ; 
0 = Tunica; O = Blut. : 

Versuchsbedingungen vgl. Abb. 1. Ordinate: #*°V-Aktivitaét A je g Frischgewicht; 
Abszisse: Tiergewicht in g. 


Fiir die Bewertung der stirkeren 48V-Anreicherung durch kleine 
Tiere im Vergleich zu gréferen ist bedeutsam, da die Beziehung 
Kérpergewicht : Organgewicht konstant, d.h. unabhingig von 
der Gré&e der Tiere ist. Es wurden folgende Mittelwerte in % des 
K6rpergewichtes gefunden (n = 10): 
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en Branchialsack Verdauungsorgan Blut, 
+ Mantel + Gonaden entnommener Anteil 
82 (75—90) 4 (3,5—8,4) 9 (5,3—14) 6 (5—8,4) 


Die Verteilung der in vivo aufgenommenen 4*V-Aktivitit auf die 
Bestandteile des Blutes ist in Tab. 1 zusammengestellt. In diesem 
Versuch, der mit trigerfreiem Vanadat-[4V] ausgefiihrt wurde, haben 
die verwendeten ausgewachsenen Tiere innerhalb 48 Stdn. 43% der an- 
gebotenen Gesamtaktivitit aufgenommen. Im Blut erscheinen nur 2,2% 
des insgesamt aufgenommenen markierten Vanadats. Den gréBten Anteil, 
mehr als 3/,, enthailt das Plasma; der Rest entfallt auf die gewaschenen 
Zellen. Hier wieder findet sich der iiberwiegende Teil im Haimovanadin 
der Henze-Lésung. 

Tab. 1. Aufnahme von tragerfreiem Vanadat-[4*V] aus Seewasser und Verteilung 


auf Blut und Blutbestandteile. Versuchsdauer 48 Stdn., Temperatur 14°; angebotene 
48V-Aktivitat: 446 Imp./Min. je m/ Seewasser; Blutbestandteile bez. auf 1 mi Blut. 














Probe Imp./Min. je ml % *8V-Aktivitat 
Seewasser ohne Tiere... . 426 100 
Seewasser mit Tieren. .. . 244 57 
1. Tier 2. Tier 
Ree a weten (er a ly hr ads eek 101 103 100 
MINI) Ge! 28S 2) hess te Ge SONS 79 83 78 
SM sop aks eb AS Ginaa, GER 22 20 22 
Henze-Lésung ....... 14 11 13 
Zellriickstande ....... 8 9 9 


Versuche in vitro 

Sichere Aussagen iiber einen Ubergang von Vanadin aus dem Blut- 
plasma in die Zellen sind nach den bisherigen Ergebnissen nur dann zu 
erwarten, wenn das Plasma mit wesentlich héheren Aktivititen an 48V 
markiert wird, als dies bei der geringen Uberlebensdauer der Phallusien 
unter experimentellen Bedingungen gelingt. Wir sind deshalb dazu iiber- 
gegangen, dem isolierten Blut direkt trigerfreies Vanadat-[**V] zu- 
zusetzen, um dessen Aufnahme in die Zellen in Abhingigkeit von der 
Zeit und der Temperatur zu studieren. Das Ergebnis zeigt Abb. 3. Man 
erkennt, daB auch hier die Blutzellen 48V aufnehmen, das fast ausschlieB- 
lich in der Henze-Lésung gefunden wird. Die Aktivitiit in den Zell- 
riickstinden ist kaum meBbar; sie steigt auch — im Gegensatz zur *°V- 
Aktivitat in der Henze-Lésung — mit der Zeit nicht an. 

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf des 4*V-Einbaues in das 
Haimovanadin-System, so fallt auf, daB einer raschen ersten Phase, die 
bei 20° mit der Aufnahme von 25% der angebotenen Gesamtaktivitat 
nach etwa 1 Stde. beendet ist, eine viel langsamere zweite Phase folgt. 
Priift man die Aufnahme unter denselben Bedingungen bei 3°, so zeigt 
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sich, daB der ebenfalls mit verschiedener Geschwindigkeit ablaufence 
Vorgang recht temperaturabhingig ist. Es ergibt sich z. B., daB boi 
20° in 1 Stde. 5mal mehr Vanadat-[*8V] als bei 3° aufgenommen worden 
ist. Der Eintritt in die Zellen verliuft demnach in der ersten Phase 
mit Q>) = 2.6. 
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Abb. 3. Zeit- und Temperaturabhangigkeit der Aufnahme von Vanadat-[**V] aus 

dem Blutplasma in die Zellen. 
Ordinate: °, der angebotenen 48V-Aktivitaét. Zugesetzte Aktivitaét: 5800 Imp./Min. 
je ml bei 3°, 2550 Imp./Min. je ml bei 20°; jeder Punkt entspricht dem Mittel- 
wert aus 3 Blutproben (maximale Streuung: Henze-Lisung+12%, Zellriick. 
stande + 10%). 
@ — Henze-Lésung (Haimovanadin-System); O = gewaschene Zellriickstande. 

















Besprechung der Ergebnisse 

Phallusia mamillata nimmt dem Seewasser in Lésung zugegebenes 
Vanadat-[48V] auf, was durch direkte Messung der Aktivitit in den 
Tieren nachgewiesen werden konnte. Dies stimmt mit Angaben von 
Goldberg und Mitarbeitern" iiberein, die nach analogen Versuchen aus 
der Abnahme an radioaktivem 4°V im Seewasser auf eine Aufnahme in 
Ascidia ceratodes und Ciona intestinalis geschlossen hatten. Die innerhalb 
gleicher Zeit aufgenommene Menge an ‘#°V liegt bei den drei genannten 
Arten in der gleichen Gréfenordnung. 

Die Beziehung zwischen aufgenommener Aktivitét und Tiergewicht 
(Abb. 1) zeigt, daB die Vanadat-Aufnahme altersabhiangig ist. 
Zwar ist die Lebensdauer von Phallusia mamillata unseres Wissens nicht 
bekannt, man darf aber aus Beobachtungen an anderen Ascidien*° 
schlieBen, daB sie 2 Jahre kaum iibersteigt. Das Vanadin wird offenbar 
bevorzugt in einer ersten Phase schnellen Wachstums und entsprechend 
héherer Stoffwechselaktivitiét angereichert: Phallusien unter 20g 


ie N. J. Berill, The Tunicata, Ser. Roy. Soc., Bd. 133, 8. 4, London 1950. 
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nehmen je g Frischgewicht bis zum 10fachen an Vanadat-[**V] auf, 
verglichen mit ausgewachsenen Tieren. AuBerdem ist zu erwarten, daB 
aus geometrischen Griinden bei kleinen Individuen die fiir die Resorption 
verantwortliche Oberfliche, bezogen auf das Kérpergewicht, gréfBer als 
bei ausgewachsenen Exemplaren ist. 

Goldberg und Mitarbeiter4* haben aus Autoradiogrammen fiir 
Ascidia ceratodes geschlossen, daB das radioaktive Vanadin vorwiegend 
in Ovar, Darmwand und Branchialsack angehiuft wird, wihrend die 
Tunica nur sehr kleine Mengen enthalt. Da aber die auf das Blut ent- 
fallende Aktivitit nicht bestimmt worden war, ist nicht auszuschlie8en, 
daB die Autoradiogramme von Ascidia ceratodes nur die Blutverteilung 
widerspiegeln, zumal von Phallusia mamillata bekannt ist®, da iiber 
90% des gesamten Vanadins bei ausgewachsenen Tieren im Blut vor- 
liegen. 

Aus der quantitativ bestimmten Verteilung der aus dem See- 
wasser aufgenommenen “*V-Aktivitat auf Blut und Organe von Phallusia 
mamillata (Abb. 2) geht hervor, daB das Blut iiberraschenderweise 
nicht die héchste 48V-Konzentration unter unseren Versuchsbedingungen 
erreicht. Die Blutzellen wiederum enthalten nur etwa 20%, der im Blut 
gefundenen Gesamtaktivitét. Bezogen auf die Vanadocyten, die nach 
Webb‘ 60% der im Blut vorhandenen Zellen ausmachen, heift dies, 
da etwa 1/, des angebotenen Vanadins in diese iibergegangen ware. Es 
ist aber bisher nicht entschieden, ob nicht Vorstufen der Vanadocyten 
die eigentlich aufnehmenden Zellen sind, wodurch die Aufnahmerate 
wesentlich héher sein kénnte. 

Die in-vitro-Versuche zeigen, daB trotz hohem Angebot von Va- 
nadat-[48V] mit dem Plasma die nach der Hamolyse in den gewaschenen 
Zellriickstaénden verbliebene Aktivitat, verglichen mit der in der Henze- 
Lésung gefundenen, vernachlassigbar klein und in ihrem Ausma8 von 
der Einwirkungszeit nahezu unabhangig ist (Abb. 3). Es kann also kein 
Zweifel dariiber bestehen, daB aus dem Plasma Vanadin in die Zellen 
gelangt. Die Temperaturabhangigkeit der raschen ersten Aufnahme- 
phase spricht dafiir, daB wir es hier mit einem echten Anreicherun gs- 
vorgang zu tun haben, an dem chemische Prozesse beteiligt sind. Es 
ist damit zu rechnen, daB die nur mehr geringgradige Zunahme an 4®°V 
in der Henze-Lésung wahrend der zweiten Phase Folge einer Schadigu ng 
der sehr empfindlichen Vanadocyten mit fortschreitender Hamolyse ist 
Anzeichen dafiir sind das Ansteigen von Vanadin im Plasma?!, dessen 
zunehmende Saéuerung und die mehrere Stunden spiter einsetzende 
Aufnahmeverzégerung bei 3° anstelle von 20°. 

Von anderen Untersuchern®: 14; 22 wurden der Branchialsack und 
der Darm als Orte der Vanadin-Anreicherung bei Tunicaten diskutiert. 
Voraussetzung fiir den Nachweis einer Anreicherung ist aber die Kenntnis 


21 H.-J. Bielig, E. Jost, K. Pfleger und W. Rummel, diese Z. 825, 132 
[1961], nachstehend; dort Tab. 4, S. 137. 
22 '—D. A. Webb, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 28, 273 [1956]. 
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der Vanadin-Menge je g Gewebe. Entsprechende Werte fehlten bisher. 
Unsere Messungen, in denen diese Relation beriicksichtigt ist, haben 


ergeben, daB bei Phallusia mamillata der Branchialsack der Ort der 


héchsten Vanadin-Anreicherung ist (Abb. 2). Stellt man in Rech- 
nung, daB das zur Bestimmung verwendete frische Gewebe nicht frei 
von Blut war und auBerdem zusammen mit dem Mantel entnommen 
wurde, der bei erheblich gréBerem Gewicht die gleiche Vanadin-Menge 
wie der Branchialsack enthalt®, dann liegt der *®V-Gehalt des letzteren. 
bezogen auf die Gewichtseinheit, noch wesentlich héher als es im Dia- 
gramm erscheint. Im Gegensatz zur Aufnahme in die Tunica, die von 


derselben GréBenordnung wie jene des Blutes ist, nimmt die Anreicherung 


des markierten Vanadins mit zunehmendem Alter der Tiere ab. Das er- 
scheint besonders bemerkenswert, da die Gewichtsrelation der beiden 
Organe zum Ko6rpergewicht unverandert bleibt. Die starke Vaskulari- 
sation und die groBe Oberflache, die in standigem Kontakt mit durch- 
stromendem Seewasser steht, pradestinieren den Branchialsack zum Ort 
direkter Aufnahme des im Seewasser als Vanadat gelést vorliegenden 
Metalls. 

Eine sichere Aussage iiber die Beteiligung des Darmes an der Va- 
nadinaufnahme gestatten unsere bisherigen Resultate nicht. Es sei in 
diesem Zusammenhang bemerkt, daB Phallusia mamillata wegen ihrer 
kurzen Uberlebenszeit im Aquarium linger als 48 Stdn. dauernde Ver- 
suche nicht zulaBt. Uber die Vanadin-Anreicherung bei Ciona intesti- 
nalis, die sich fiir derartige Studien weit besser eignet, werden wir in 
einer weiteren Arbeit berichten. 


Fir ihre Hilfe bei der Herstellung von “*V danken wir den Herren 
Dr. U.Schmidt-Rohr und M. Kuntze vom Max-Planck-Institut fiir Kern- 
physik, Heidelberg. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godes- 
berg, haben wir fir Sachbeihilfen, Herrn Direktor Dr. P. Dohrn von der Zoolo- 
gischen Station in Neapel fiir sorgfaltige Betreuung zu danken. Die Praparation 
der Versuchstiere besorgten Frl. E. Klinger und Herr Dr. K. Allmann. 


Zusammenfassung 


Ausgewachsene Exemplare der Seescheide Phallusia mamillata 
Cuvier nehmen in 48 Stdn. 40% des angebotenen, trigerfreien Vanadats- 
[48V ] aus dem Seewasser auf. 

Das AusmaB der Aufnahme hingt vom Alter ab. Je g Kérpergewicht 
werden von 20 bis 160g schweren Tieren innerhalb 24 Stdn. durch- 
schnittlich 0,02 ug Vanadin aufgenommen, von solchen unterhalb 20 g 
bis zum 10fachen dieses Wertes. 

Im Blut erscheinen nach 48 Stdn. 2% der aus dem Meerwasser ver- 
schwundenen 48V-Aktivitat. Davon entfallen */, auf das Plasma; der 
Rest ist in den Blutzellen enthalten. 

Die Vanadocyten nehmen bei 20° innerhalb 2 Stdn. 25% des dem 
isolierten Blut beigemischten trigerfreien Vanadats-[**V] ins Haimo- 
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vanadin auf. Dieser Vorgang ist temperaturabhiingig (Q,) = 2,6 nach 
1 Stde.). Mehr als die Halfte der nach 4 Stdn. im Zellinnern aufgefundenen 
Aktivitit ist darin bereits nach 1/, Stde. enthalten. Die Zellreste weisen, 
nahezu unbeeinfluBt von der Zeitdauer, nur 2—3°% der angebotenen 
48V-Aktivitat auf. 

Die Verteilung des in vivo aufgenommenen markierten Vanadats 
auf die Organe zeigt, da nur der Branchialsack zur Anreicherung des 
Metalles befihigt ist. Diese Anreicherungsfaihigkeit ist bei jungen Tieren 
mehrfach gréBer als bei ausgewachsenen. Die Aufnahme in die Tunica 
zeigt keine Altersabhiingigkeit. 


Summary 


Fully grown specimens of the sea squirt Phallusia mamillata Cuvier 
take up 40% of the added carrier free [*°V ]vanadate from sea water in 
48 hrs. 

The extent of this uptake depends on age. In 24 hrs., animals 
weighing 20 to 160 g. take up an average of 0.02 wg. of vanadium per g. 
body weight. Up to 10 times of this amount is taken up per g. body 
weight by animals weighing less than 20 g. 

2% of the 48V activity which disappears from the sea water, appear 
in the blood after 48 hrs. The plasma contains three quarters of the 
whole blood activity, the remainder is in the blood cells. 

In isolated blood with added carrier free [48V ]vanadate, the vanado- 
cytes incorporate 25°% of this vanadate into haemovanadium in 2 hrs. 
at 20°. This process depends on the temperature (Qj) = 2.6 after 1 hr.). 
More than half of the incorporated radioactivity present inside the cell 
after 4 hrs. is taken up during the first 1/, hr. Only 2—3% of the added 
[48V |vanadate are found in the cell residues, practically seepanitian of 
the time of incubation. 

The distribution of labelled vanadate taken up in vivo, shows that 
only the branchial sack is able to accumulate the metal. This accumu- 
lation is much higher in young animals than in fully grown animals. 
The incorporation into the tunica shows no age dependence. 


Professor Dr. Hans-Joachim Bielig, Max-Planck-Institut fiir Medizinische 
Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg, JahnstraBe 29. 


Professor Dr. Walter Rummel, Pharmakologisches Institut der Universitat 
des Saarlandes, Homburg/Saar. 
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Sulfataufnahme bei Phallusia mamillata Cuvier 
Verteilung und Schicksal von 
Sulfat- und Aminosaure-Schwefel im Blut 


(Untersuchungen iiber Haimovyanadin, VI’) 
Von 
Hans-Joachim Bielig, Erich Jost, Kar! Pfleger und Walter Rummel 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie, und dem 
Pharmakologischen Institut der Universitit des Saarlandes, Homburg/Saar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Marz 1961) 


Seit den Untersuchungen von Henze®: * ist bekannt, daB die Blut- 
zellen der marinen Ascidie Phallusia mamillata Cuvier aufer Vanadin 
auch Sulfat enthalten, das im Himolysat als Schwefelsiure erscheint. 
Ihre titrimetrische Bestimmung hat einen Gehalt von 4,4 mg H,SO, in 
10 m/ Blut ergeben*. Die dementsprechende, emissionsspektrographisch 
bestimmte Vanadin-Menge! liegt bei 1,1 mg V/10 m/. Das daraus fol- 
gende Verhialtnis von 1 Atom V zu 2 Moll. SO, war bereits aus dem ko- 
lorimetrisch ermittelten Vanadin- und dem elementaranalytisch gefun- 
denen S-Gehalt getrockneter Blutzellen hergeleitet worden®. Das V/SO,- 
Verhiiltnis, die magnetochemisch erwiesene 3-Wertigkeit des Metalls 
und das Verhalten bei der Oxydation fiihrten zu dem SchluB®, daB die 
Vanadocyten Vanadin und Sulfat als griine Disulfatovanadin(IIT)-siure 
enthalten. 

Das Studium der Vanadin-Aufnahme hat gezeigt!, daB die Phallu- 
sien zwar Vanadat-[48V] aus dem Seewasser aufnehmen, dai aber die 
in die Blutzellen eingebauten V-Mengen sowohl in vivo als auch in vitro 
iiberraschend klein sind. Wir haben nun gepriift, wie es sich mit der 
Sulfataufnahme in die Tiere bzw. in die Blutzellen unter gleichen Be- 
dingungen verhilt. Es wurden ferner das Vorkommen von organisch 
gebundenem Schwefel sowie Verteilung und oxydative Verinderungen 
schwefelhaltiger Aminosiuren im Blut der Phallusien mit radiochemischen 
Methoden untersucht. 





1 V. Mitteil.: H.-J. Bielig, E. Jost, K. Pfleger, W. Rummel u. E. Seifen, 


diese Z. 325, 122 [1961], voranstehend. 

2 M. Henze, diese Z. 72, 494 [1911]. 

3 M. Henze, diese Z. 79, 215 [1912]. 

4 D. A. Webb, J. exp. Biology 16, 499 [1939]. 

5 H.-J. Bielig, E. Bayer, L. Califano u. L. Wirth, Pubbl. Staz. Zool. 
Napoli 25, 26 [1953]. 
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Methodik 


Praparate* und MeBanordnung: Das tragerfreie, radioaktive Sulfat lag 
als Na,*5SO, in isotonischer NaCl-Lésung mit einer Gesamtaktivitét von 5 mC/m/ 
vor (3S: Egg = 0,167 MeV, t,/. = 87d). — Die spezif. Aktivitat von DL-Cystin- 
[25S] betrug 14,4mC/mMol. Verwendet wurde eine Stammlésung mit 925 ug 
und 2,64- 10° Imp./Min. je ml. — Das pu-Methionin-[*5S] wies eine spezif. 
Aktivitaét von 5 mC/mMol auf. Die Stammlésung enthielt 687,5 ug und 102 - 106 
Imp./Min. je ml. — Im Taurin- [®5S]-Praparat waren 15,8 mg Substanz mit einer 
Aktivitét von 8,7 mC/mMol enthalten. Von der Gesamtimpulszahl der Stammlié- 
sung (1,86- 10° Imp./Min. je ml) entfielen 0,24 - 10° Imp./Min. je mi (13%) auf 
eine Beimengung von Sulfat-[25S]. 

Zur Messung der 6-Aktivitat des aus den jeweiligen veraschten oder un- 
veraschten Proben gefallten Ba*5SO, wurde ein Geiger-Miiller-Endfensterzihlrohr 
(Tracerlab, Type Nr. TGC-2/1 B 84) mit der Fensterdicke 1,7 mg/cm? verwendet. 
Die Arbeitsspannung im Plateau betrug 1500 V; den Wirkungsgrad des Detektors 
bei gleichem Abstand vom Zahlrohr zum Praparat ermittelten wir zu 3,1°%. Die 
Flachenbelegung wurde durch Zugabe von inaktivem Sulfat (Tab. 1) konstant bei 
15 mg/cm? gehalten. Von der erhaltenen Impulsrate wurde der Nullwert abgezogen. 
Die Zerfallsrate ist beriicksichtigt, so daB die angegebenen Aktivitatsraten ver- 
gleichbar sind. 

Versuche in vivo 


1. Aufnahme aus Seewasser: Je eines der frisch gefangenen, gut abge- 
biirsteten Tiere (Phallusia mamillata Cuvier, vgl. 1. c.1) wurde in 1/, / filtriertes 
(4-cm-Celite-Schicht), durchliiftetes Seewasser konstanter Temperatur (16 bzw. 
20°) gesetzt, das 0,18 mC *58-Aktivitat als Na,*5SO, enthielt. Nach 48 Stdn. wurde 
das Blut durch Herzpunktion gewonnen und auf Plasma, Henze-Lésung und Zell- 
riickstaénde aufgearbeitet, wie in der voranstehenden Mitteilung! beschrieben ist. 

Fallung der *S-Aktivitat: Unter Beriicksichtigung des urspriinglichen 
Sulfat-Gehaltes der Proben ergaben sich die in Tab. 1 aufgefiihrten Mengen an 
inaktivem, als Schwefelsaure zugefiigtem Sulfat fiir eine Gesamtmenge von 37,5 mg 
BaSO, je MeBpraparat. 


Tab. 1. Sulfat-Gehalt der Proben und Menge der jeweils zugefiigten Schwefelsiure. 





urspriingl. Sulfat-Gehalt 
Probe S029, inaktiv | entspr. BaSO, | SO%, zugesetzt 
mg/ml mg/ml mg/ml 
Seewasser. ....... 2,6 6,3 12,9 
PIBBIN BRS? ai ad) Sos ers %: 1,4 3,4 14,1 
Henze-Lésung ...... 1,0 2,4 14,5 
Zellriickstinde. . .... 0 0 15,5 











_ Das Bariumsulfat wurde in der mit 1n HCl versetzten Lésung durch einen 
UberschuB von 1m BaCl, bei Siedehitze gefallt, mittels einer Hahnschen Nutsche 
(Filterflache 2,5 cm?) abgesaugt, mit dest. Wasser gewaschen und getrocknet 
(Oberflachenstrahler). Die zweimal mit je 50 ml dest. Wasser gewaschenen Zell- 
riickstande sind zuvor mit 4 m/ konz. Salpetersiure unter Zusatz einiger Tropfen 
Perhydrol na verascht worden; danach wurde das inaktive Sulfat zugegeben. 

2. Intracardiale Applikation: Je einem etwa 100 g schweren Tier wurden 
0,3 ml einer Lésung von Na,®5SO, (294 - 10% Imp./Min.), von Dinatrium-DL- 


* Die radioaktiven Priparate wurden vom Radiochemical Centre, Amersham/ 
England, bezogen. 
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cystin- [5S] (500 - 10° Imp./Min., bez. auf Cystin) oder von pL-Methionin- [35s] 
(300 - 103 Imp./Min.) durch die Tunica in das schlagende Herz injiziert. Die Tiere 
hat man darauf in das Seewasserbecken zuriickgesetzt und die Abnahme der Akti- 
vitat im Blut nach 48 Stdn. bestimmt. Hierzu wurden je Tier 4—8 m/ Blut durch 
Herzpunktion! entnommen und nach Zugabe von 250 ml 3proz. NaCl-Lésung 
zentrifugiert (Kiihlzentrifuge, 3 Min. bei 3000 U./Min.). Die Zellen wurden erneut 
mit 250 ml der NaCl-Lésung gewaschen und mit dest. Wasser hamolysiert (0,7 ml 
Wasser auf Zellen aus 1 ml Blut). 

Das Hamolysat der Zellen aus der jeweils punktierten Blutmenge wurde von 
den Zellriickstaénden durch Zentrifugieren getrennt. Die Henze-Lésung ist mit 
konz. Salpetersiure unter Zusatz von Wasserstoffperoxyd (Perhydrol) verascht 
worden (Infrarot-Kocher). Der in In HCl aufgenommene Riickstand wurde unter 
Beriicksichtigung des urspriinglichen Sulfat-Gehaltes (vgl. Tab. 1) mit so viel In 
H,SO, versetzt, daB insgesamt 37,5 mg BaSO, mit lm BaCl, fallbar waren (Ge- 
samt-S). — Entsprechend verfuhr man mit den gesamten Zellriickstanden und 
mit so viel des mit 3proz. NaCl-Lésung verdiinnten Bluplasmas, als 1 ml an 
nativem Plasma entsprach. 


Versuche in vitro 


1. Inkubation von Blut mit Sulfat bzw. organisch gebundenem 
Schwefel: a) Zu je 6 mi frischem, bei der Entnahme mit Polyvinylpyrrolidon 
K,* (in 3proz. NaCl-Lésung, Endkonzentration 2°) versetztem Phallusienblut 
(Verfahren s. 1. c.1, Ausgangs-pH-Wert 6,5) gab man 0,4 mi einer Lésung von 
Na,**5SO, (1,57: 10° Imp./Min.) oder 0,4 mi der Stammlésung von DL-Cystin- 
[25S] (als Dinatriumsalz) bzw. von pL-Methionin-[*5S]. Es wurde 4 Stdn. bei 
24° so geschiittelt (60 Ausschlige/Min.), daB die Zellen gerade suspendiert blieben. 
Dann gab man 250ml 3proz. NaCl-Liésung hinzu, zentrifugierte (3 Min. bei 
2500 U./Min.), wusch die Zellen mit 250 ml der NaCl-Lésung und hamolysierte 
mit 4,3 ml dest. Wasser (1/,stdg. Stehenlassen). Die von den Zellriickstanden durch 
Zentrifugieren getrennte Henze-Lésung wurde mit konz. Salpetersiure + Per- 
hydrol naB verascht und der Riickstand in 1m HCl aufgenommen. Unter Beriick- 
sichtigung des Sulfat-Gehaltes der 4,3-m/-Probe (vgl. Tab. 1) gab man die zur Fal- 
lung von insgesamt 37,5 mg BaSO, nétige Menge 1n H,SO, hinzu und dann 1m 
BaCl, bei Siedehitze. — Entsprechend verfuhr man mit den Zellriickstanden 
aus den 6 m/ Blut und mit einem aliquoten Teil des mit 3proz. NaCl-Lésung ver- 
diinnten Blutplasmas, der 1 mi nativem Plasma entsprach. 

b) Bei den Inkubationsversuchen mit Taurin-[{*°S] wurden zu 5 ml frischem, 
mit Polyvinylpyrrolidon in 3proz. NaCl-Lésung versetztem Blut (vgl. unter a) 
0,1 m/ der Stammlésung des aktiven Praparates (entspr. 93 - 10% Imp./Min.) ge- 
geben. Vom Ansatz schiittelte man die 2 m/ Blut entsprechende Menge 2 Stdn. 
und die 3 ml Blut entspr. Menge 4 Stdn. bei 24°, wie bei a) angegeben ist. Der 
pH-Wert betrug unverandert 6,5. Die abzentrifugierten Zellen wurden 3mal mit 
je 50 ml kiinstlichem, proteinfreiem Plasma (Zusammensetzung s. 1. c.1) gewaschen 
und danach hamolysiert (0,72 m/ dest. Wasser auf Zellen aus 1 m/ Blut). Nach 
15 Min. Stehenlassen sind die Zellriickstinde abzentrifugiert und 3mal mit je 35 ml 
dest. Wasser gewaschen worden. Sie wurden ebenso wie die mit 150 bzw. 200 ug 
inaktivem Taurin versetzte Henze-Lésung nach den obigen Angaben naB ver- 
ascht. In allen Fallen wurde zum Veraschungsriickstand so viel In H,SO, hinzu- 
gegeben, daB sich 37,5 mg BaSO,/Probe fallen lieBen. 

2. Oxydation von DL-Cystin- [*5S]: a) In Gegenwart von Blut bzw. 
Plasma: 5 ml Blut oder natiirliches bzw. kiinstliches, proteinfreies Plasma wurden 
mit 0,1 mil einer Lésung von Cystin-[*5S] (60 wg mit 46 - 10° Imp./Min.) insgesamt 
4 Stdn. bei 24° geschiittelt (60 Ausschlige/Min.). Aus dem natiirlichen Plasma war 
zuvor mit 0,1n HCl unter Durchleiten von Stickstoff CO, ausgetrieben worden, bis 
ein pH-Wert von 6,7 erhalten blieb. Parallelversuche wurden mit 5 ml Plasma 


* Farbenfabriken Bayer, Leverkusen. 
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+ 1 ml 1m 2.4.6-Kollidin/Salzsiure-Puffer vom pH 7 ausgefiihrt. Nach 2stdg. In- 
kubation wurden 2 ml Blut bzw. Plasma entnommen, nach weiteren 2 Stdn. noch- 
mals 2 ml. Das Blut wurde durch Zentrifugieren von den Zellen befreit. Man gab 
inaktives Sulfat (1 mi 0,1n H,SO,) zum Plasma hinzu und: fallte das Ba®*SO, mit 
lm BaCl, aus heiBer Losung. Die Aktivitét der getrockneten Fallung wurde ge- 
messen und auf das Ansatzvolumen umgerechnet. 


Papierchromatographische Trennung der Oxydationsprodukte: 
Nach 2-, 4-, 6- und 8stdg. Inkubation von Blut mit pL-Cystin- [®5S] in der zuvor 
angegebenen Weise wurden jeweils die Zellen vom Plasma getrennt. 0,1 m/ des 
Plasmas trug man auf Papier (Whatman Nr. 1) auf und chromatographierte 
24 Stdn. lang absteigend mit Methanol/Wasser/Pyridin 80: 20: 4. Die bei 75° ge- 
trockneten Chromatogramme wurden mit Ninhydrin (0,2proz. in wassergesatt. 
n-Butanol + 0,3 Gew.-% Hisessig) markiert. Die Ninhydrin-positiven Flecke 
lieBen sich in Mischchromatogrammen mit Cystin bzw. Cysteinsulfonsaure 
identifizieren. 

Auf den entwickelten Papierstreifen wurde die Verteilung der *5S-Akti- 
vitat mittels eines Auswertegerates (Nucleonics, Chicago) gemessen und mit einem 
Direktschreiber aufgezeichnet (Laufgeschwindigkeit 20 cm/Stde.). Durch Plani- 
metrieren der Kurvenflachen konnten die relativen Mengen an den getrennten 
Substanzen abgeschatzt werden. 


b) In Gegenwart von Plasma und 5wertigem Vanadin: 5 ml CO,- 
freies, natiirliches Plasma (pH 6,7) wurden wie bei a) mit 0,1 m/ der Lésung 
von DL-Cystin-[%58] und danach mit 0,1 m/ einer Lésung von NaVO, - 4 H,O 
(entspr. 38 ug V) versetzt, wobei sich der pH-Wert nicht anderte. Analog verfuhr 
man in 2 Parallelversuchen mit proteinfreiem, kiinstlichem Plasma (Her- 
stellung s. 1. c.1). — Die Abscheidung und Auswertung der Ba**5SO,-Aktivitat er- 
folgte nach Zugabe von inaktivem Sulfat, wie bei a) angegeben ist. 


c) pH-Abhangigkeit der Oxydation in Gegenwart von 5wertigem 
Vanadin: Phallusienplasma wurde durch Zugabe von 0,1n HCl unter Durch- 
leiten von Stickstoff auf pH 6,7 eingestellt (Glaselektrode). Zu je 2 ml dieses CO,- 
freien, natiirlichen Plasmas gab man 15,5 ug V als NaVO,-4H,0 in 0,1 ml 
waBriger Lésung und stellte die Ansaitze mittels 0,ln HCl, 0,ln NaOH oder der 
entsprechenden Menge Wasser auf pH-Werte zwischen 3,5 und 7,5 ein. Der bei 
Versuchsende kontrollierte pH-Wert wurde bei der Auswertung beriicksichtigt. Die 
Abscheidung und die Messung der Aktivitaét von gebildetem *5SO?° als BaSO, 
geschah nach den Angaben unter a). 


3. Oxydation von DL- Methionin- [*5S] im Blut: Nach 4stdg. Inkubation 
von Blut mit pi-Methionin-[*5S] bei 24° (Ansatz vgl. S. 134 unter 1a) wurde das 
Plasma von den Zellen durch Zentrifugieren getrennt. 0,1 m/ des Plasmas trug man 
auf Papier (Whatman Nr. 1) auf und chromatographierte absteigend mit n-Bu- 
tanol/Pyridin/Wasser 1: 1:1. In Vergleichsversuchen setzte man proteinfreiem, 
kiinstlichem Plasma einerseits inaktives pL-Methionin, Methioninsulfoxyd und 
Methioninsulfon, andererseits pi-Methionin-[*5S] zu. AuBerdem wurden Misch- 
chromatogramme mit diesen Substanzen hergestellt. Es wurde in allen Fallen mit 
Ninhydrin markiert und dann radiochromatographisch ausgewertet, wie oben 
(unter 2a) angegeben ist. — Zur Fallung und Aktivitatsbestimmung von *5SO7° 
als BaSO, verfuhr man wieder nach den Angaben unter 2a). 

Die >S-Verteilung im Himolysat wurde folgendermaBen ermittelt: Die 
aus 6 ml des Inkubationsansatzes abgeschleuderten Zellen wurden 2mal mit je 
250 ml eiskalter 3proz. NaCl-Lésung gewaschen und mit 3 ml dest. Wasser inner- 
halb 30 Min. hamolysiert. Nach Abschleudern der Zellriickstaénde versetzte man 
die Henze-Lésung tropfenweise mit konz. Salzsiure bis zur vollstandigen Protein- 
fallung, lieB 30 Min. bei 4° stehen, zentrifugierte, fiigte zur iiberstehenden Lésung 
so viel In H,SO,, daB insgesamt 37,5 mg BaSO, fallbar waren (vgl. Tab. 1), und 
500 wg inaktives pu-Methionin. Aus der heifen Lésung wurde danach mit 
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1m BaCl, das Ba*5SO, gefallt und dessen Aktivitat gemessen (anorgan. *58). Das 


Filtrat dieser Fallung (einschlieBlich der Waschwasser) wurde eingeengt und mi‘ 
konz. Salpetersiure unter Zusatz einiger Tropfen Perhydrols verascht. Zum Ver 


aschungsriickstand gab man die zur Abscheidung von 37,5 mg BaSO, nétige Menge 


In H,SO,; dann wurde Bariumsulfat wie zuvor niedergeschlagen und dessen Akti 
vitét gemessen (organ. *5S). — Die analog verarbeitete Proteinfallung enthiel, 
nur 0,06°% des gesamten *5S (gemessen als Ba®5SO,). 


4. Nachweis von freiem Methionin und Taurin in den Blutzellen: 


Aus 5 ml Henze-Lésung (entspr. 5 ml Blut, Darstellung vgl. S. 134) fallte man 
blaues Henze-Chromogen® durch vorsichtige Zugabe von festem NaHCO, bis zun: 
pH-Wert 6 unter Umriihren. Nach Abschleudern und Waschen der Fallung mii 
2mal 5 ml dest. Wasser wurde die iiberstehende Liésung (einschlieBlich der Wasch- 
wisser) auf 1 ml eingeengt. 

0,03 ml des Konzentrates trug man auf Papier (Whatman Nr. 1, —. ) 
auf und chromatographierte aufsteigend mit n-Butanol/Pyridin/Wasser 1:1: 


Markiert wurde mit Ninhydrin (vgl. 8. 135). Das Methionin (Rr 0,53) w Lom 


mittels der Testsubstanz durch Mischchromatogramm und durch Uberfiihren in 
das Sulfon® identifiziert. 
0,06 ml des Konzentrates schiittelte man nach Braunitzer? mit 2 ml In 

Carbonat-Puffer vom pH 8,6 + 0,01 ml 2.4-Dinitro-fluorbenzol 80 Min. bei 40°. Es 
wurde 2mal mit je 3 ml peroxydfreiem Ather extrahiert, die waBrige Phase mit 
einigen Tropfen konz. Salzséure angesiuert, zuerst von den atherloslichen Dinitro- 
phenyl-(DNP-)Aminosauren befreit und dann 2mal mit je 2 ml sek.-Butanol aus- 
geschiittelt. Den im Vak. fast eingetrockneten gelben Auszug trug man auf Papier 
(Whatman Nr. 4) auf und chromatographierte absteigend mit n-Butanol/Eisessig/ 
Wasser 4:1:5. Das DNP-Taurin wurde als Natriumsalz mit authent. Ver- 
gleichssubstanz® ideritifiziert. 


Ergebnisse 
Aufnahme und Verteilung von Sulfat- [*5S] 

Beli8t man Einzeltiere von durchschnittlich 130 g Gewicht 48 Stdn. 
lang in gut durchliiftetem Seewasser, das mit trigerfreiem Na,*°SO, 
markiert ist, so stellt sich zwischen Seewasser und Blut die in Tab. 2 
wiedergegebene Verteilung ein. Bei 20° finden sich 52% der angebotenen 
Aktivitit im Blutplasma und nur 1,5°% in der gewaschenen Zell- 
fraktion. 

Bei einer um 4° geringeren Seewassertemperatur betriigt die ins 
Plasma aufgenommene *°SO,-Aktivitit nur 41% der angebotenen Ge- 
samtaktivitit, was einem Q, 9-Wert von 1,8 entspricht. 

Von der geringen, in der Blutzellfraktion gefundenen *°SO,- 
Aktivitat entfallen, wie wir uns iiberzeugt haben, nach der Cytolyse 3/, 
auf die (saure) Henze-Lésung; die Zellriickstiinde enthalten den Rest. 

Auch wenn man die *°S8O,-Aktivitit unter ganz anderen Bedin- 
gungen anbietet, nehmen die Blutzellen, verglichen mit ihrer hohen 
Sulfat-Anhiufung, nur kleine Mengen an markierten SO%°-Ionen auf. 
Sowohl nach Injektion von Na,°°SO, in die Blutbahn (Beispiel in 
Tab. 3) und gleicher Verweilzeit wie bei den Seewasserversuchen 


6 G. Toennies u. R. R. Homiller, J. Amer. chem. Soc. 64, 3054 [1942]. 

7 G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

8 E.I. Pentz, C.H. Davenport, W.Glover u. D.D.Smith, J. biol. 
Chemistry 228, 433 [1957]. 
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(48 Stdn.), als auch nach 4stdg. Inkubation des isolierten Blutes mit 
dem aktiven Sulfat (Beispiel in Tab. 4) werden im Hamolysat (Henze- 
Lisung + Zellriickstinde) keine héheren Werte als 2,3% der im Plasma 
enthaltenen Gesamtaktivitat gemessen. 


Tab. 2. Verteilung von *5SO%° im Blut 48 Stdn. nach Einsetzen der Phallusien in 
markiertes Seewasser. 




















Temperatur: 16° Temperatur: 20° 
Probe Imp. /Mi % der I . % der 
je 1 Tier — — Anfangsaktivitat mp./M a Anfangsaktivitat 
je ml ‘ je ml x 
des Seewassers des Seewassers 

Seewasser 3745 11247 

Plasma 1556 41 5578 50 
Zellen 37 1,0 138 1,2 
Seewasser 3794 8458 
Plasma 1591 42 4032 48 
Zellen 44 1,2 116 1,4 
Seewasser 3752 8309 
Plasma 1537 41 4903 59 
Zellen 36 1,0 126 1,5 
Mittelwert 41% 1,1% 52% Lay, 





Tab. 3. Verteilung von *5S im Blut 48 Stdn. nach intracardialer Injektion. 
358 als Ba®5SO, gemessen; A = Radioaktivitét in Imp./Min. der Blutbestandteile, 
bez. auf 1 ml Blut; °4-Werte = Anteil der injizierten Gesamtaktivitat. 





358 injiziert Plasma Henze-Lésung | Zellriickstande 
als wua)% 1 41%] 4 | % 





Na,SO, (tragerfrei) . . | 294 | 845 0,3 | <10 — | <I15 — 
pL-Cystin-Na, (275 wg)* | 500 [3480 | 0,7 49 | 0,01 | 47 | 0,01 
pL-Methionin (200 ug) . | 300 | 840 | 0,3 52 | 0,02 | 64 | 0,02 


* Angegeben als freies Cystin. 




















Tab. 4. Verteilung von *5S im Blut nach 4stdg. Inkubation in vitro. 
Aktive Verbindungen in 0,4 ml waBriger Lésung mit 6 ml frischem Blut (pH 6,5) 
geschiitteli; 35S als Ba®5SO, gemessen. A = Radioaktivitaét in Imp./Min., bez. auf 
1 ml Blut; der Plasma-Wert entspricht der zugegebenen Gesamtaktivitat (100°). 


























355 zugegeben Temp.| Plasma Henze-Lésung | Zellriickstinde 

als °C | 10-34 A %, A | o/, 

Na, SO, (tragerfrei). . . . 3 7,9 86 1,1 26 0,3 

20 7,8 152 1,9 29 0,4 

pL-Cystin-Na, (370 uwg)*. .| 24 103 460 0,4 IOLOS**|. 1,0 

pL-Methionin (275 ug) . .| 2 64 1200** | 1,9 290 0,5 
Taurin (470mg) .... .| 24 18,6 64 0,3 <10 

* Angegeben als freies Cystin. 


** 99% dieser Aktivitiit wurden in der organischen S-Fraktion des enteiwei8ten Himolysates 
nachgewiesen. 
*#* Das *S lieB sich gegen inaktives DL-Cystin nicht austauschen. 
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Vorkommen schwefelhaltiger Aminoverbindungen 
und Verteilung von Cystin-, Methionin- und Taurin- [*5S] 


Die Tatsache, daB schwefelhaltige Aminosiuren (Cystein, Cystin, 
Methionin) im Wirbeltierorganismus zu Cysteinsulfonsiure, Taurin und 
Sulfat oxydiert werden kénnen®, hat uns veranlaBt, zu priifen, ob der- 
artige Schwefelverbindungen in den Blutzellen der Phallusia mamillatu 
vorkommen und ob die Tiere in der Lage sind, daraus Sulfat zu bilden. 


Auf papierchromatographischem Wege fanden wir in der ent- 
eiweiBten und von Vanadin befreiten Henze-Lisung aus den Blut- 
zellen an freien, schwefelhaltigen Aminoverbindungen nur Methionin 
(direkt mit Hilfe von Ninhydrin) und Taurin (nach Reaktion mit 
2.4-Dinitro-fluorbenzol). Wie Abb. 1 zeigt, liegt das DNP-Taurin 
zwischen der DNP-Cysteinsulfonsiure und dem Imidazol-(im-)DNP- 
Histidin. 








Hamo- _Test- 
lysat subst. 
02, 
Rr 
| 047 CySOH 


Q Taurin : ; 2 
Abb. 1. Papierchromatogramm freier DNP- 
| Q His Aminoverbindungen (mit sek.-Butanol extra- 
06 hierte Fraktion) der Blutzellen. n-Butanol/Eis- 
essig/Wasser 4 : 1 :5, absteigend auf Papier What- 

man Nr. 4; DNP-Taurin-Na: Rr 0,46—0,47. 

p Lys His = im-DNP-Histidin; Lys = N*-DNP-Lysin. 


Arg 











Injiziert man erwachsenen Tieren 0,3 m/ einer Lésung von 275 ug 
DL-Cystin- [?°S] intracardial, so enthilt das Gesamtplasma nach 
2 Tagen noch 14% des markierten Schwefels, wihrend die Blutzellen 
nur 0,4°% desselben aufweisen. Bei entsprechender Gabe von 200 ug 
DL-Methionin betragen die Werte nach derselben Zeit 6 bzw. 0,8%. 
Zur Berechnung wurde ein mittleres Plasmavolumen von 20 ml fiir die 
verwendete TiergréBe zugrunde gelegt. Die Verteilungsverhiltnisse sind 
also, wie die Beispiele in Tab. 3 (S. 137) zeigen, nach der Injektion von 
Aminosiure-Schwefel nicht anders als nach derjenigen von Sulfat. 


® Literatur bei: L. Young u. G. A. Maw, The Metabolism of Sulphur Com- 
pounds, S. 29, 33, 70, 97, 98, Methuen Co., Ltd., London 1958. 
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Wird dagegen das Blut in vitro mit einer 5fach héheren Kon- 
zentration an DL-Cystin-[%5S] oder an DL-Methionin-[?°S] inkubiert, so 
findet man bereits nach 4 Stdn. in den Zellen 1,4 bzw. 2,4% der ange- 
botenen *5S-Aktivitaét. Diese liegt in der gleichen. GréBenordnung, wie 
sie auch bei der Inkubation mit *5SO{°-Ionen gefunden wurde. Methionin, 
das, zusammen mit Taurin normalerweise in den Zellen vorkommt, wird 
auch aus dem Plasma bevorzugt in diese aufgenommen. Von angebotenem 
Taurin- [*5S] erscheint dagegen nichts in den Zellen (Beispiele in Tab. 4). 
Cystin, das im Himolysat nicht nachweisbar war, wird vorwiegend in die 
Zellstruktur eingebaut. 


Oxydation von DL-Methionin und DL-Cystin im Blut 

Der Inkubationsversuch hat gezeigt, daB die Hauptmenge der dem 
Blut zugegebenen *5S-Aktivitit im Plasma verbleibt. Wir haben nun 
gepriift, ob die Aktivitait nach der Versuchszeit von 4 Stdn. bei 24° noch 
an die schwefelhaltigen Aminosiiuren gekniipft ist, oder ob diese ver- 
iindert worden sind. Die Ergebnisse sind in den Abb. 2 und 3 enthalten, 
die die Verteilung der **S-Aktivitét im Plasma nach der chromato- 
graphischen Trennung zeigen. 


+s 1000 





Methionin 800 
Abb. 2. 600 
Radiopapierchromatogramme 
400 


unten: Plasma nach 4stdg. In- 
kubation des Blutes mit DL- 
Methionin-[35S] (275 ug mit 

64 - 103 Imp./Min. je ml); : 
oben: Kontrollversuch mit DL- 
Methionin in kiinstlichem, pro- 
teinfreiem Plasma. n-Butanol/ 
Pyridin/Wasser 1 : 1 : 1, abstei- 
gend auf Papier WhatmanNr. 1. 




















20 
——c 
Man sieht (Abb. 2), daB zugesetztes DL-Methionin-[**S] im 

Phallusienblut innerhalb 4 Stdn. fast vollstandig zu Methioninsulfon 

+ Methioninsulfoxyd oxydiert wird. Nach Fallung des anorganischen 

Sulfates im angesiuerten Plasma mit Bariumchlorid enthielt das ab- 

geschiedene BaSO, weniger als 2% der urspriinglich zugegebenen 

Methionin- [*°S]-Aktivitat. 

DL-Cystin-[*5S] wird im Gegensatz zum Methionin bei der In- 
kubation im Blut bis zum *5SO7° oxydiert, dessen Aktivitit wir im 
Plasma nach Fillung als Bariumsulfat gemessen haben. Nach 8 Stdn. 
wurden so 12% der als Dinatrium-cystin-[°°S] zugegebenen Aktivitit 
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in der Sulfatfraktion gefunden. Radiopapierchromatographisch lieB sich 
feststellen, daB auBerdem Cysteinsulfonsiure-[*°S] (44% der ein- 
gesetzten **§-Aktivitit) entsteht. Abb. 3b—3d zeigen die zeitliche Zu- 
nahme dieser Oxydationsprodukte auf Kosten des Cystins. Bei einem 
4stdg. Kontrollversuch mit zellfreiem Plasma + Dinatrium-DL-cystin- 
[35S] wurde dieses nur zu 5% in Cysteinsulfonsiure-[35S] und zu 3% in 
35SO%° verwandelt (Abb. 3a). 















\ 1000 
a) 800 
600 
Cystein- ad 
sulfonsaure Sulfat #200 
5% 2% 





b)2 Stdn. 











Imp / Min —— 


c) £Stdn. 











a) 8 Stan. 


6% 16% 
40 30 20 10 
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—“10% 





Abb. 3. Radiopapierchromatogramme von Plasma nach Inkubationsversuchen mit 
Dinatrium-DL-cystin-[35S] (entspr. 370 ug Cystin mit 103 - 10° Imp./Min. je ml). 
a) 4stdg. Inkubation in zellfreiem Plasma; 

b—d) Abhangigkeit der Cystin-Oxydation im Blut (Vanadocyten) von der In- 
kubationszeit. 

Methanol/Wasser/Pyridin 80:20:4, 24Stdn. absteigend auf Papier (Whatman Nr. 1) ; 
Kurvenflachen planimetriert. 


Aus den Versuchen war zunichst zu schlieBen, daB die Anwesenheit 
der Blutzellen fiir die Oxydation des Cystins in vitro wesentlich ist, und 
daB dieses vermutlich mit dem Hiimovanadin-System der Vanadocyten 
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zusammenhingt. Es muBte aber gepriift werden, inwieweit durch par- 
tielle Himolyse wihrend des Versuchs freigesetzte Vanadinverbindungen 
bereits allein den oxydativen Abbau im Plasma bewirken. 


Tab. 5. EinfluB vanadinhaltiger Systeme auf die Oxydation von pL-Cystin-[3°S] 
zu Sulfat. 
Ansatz: 5 ml Blut bzw. Plasma (CO,-frei) + 60 ug (46 - 10 Imp./Min.) pL-Cystin- 
[358] bei 24° geschiittelt; Vanadin-Zusatz 38 wg V (als NaVO, - 4 H,O). — (a): ohne 
Zusatz von Puffer (Anfangs-pH 6,7, End-pH 6,6—6,8); (b): mit 1 ml Im 2.4.6- 
Kollidin/Salzsiure-Puffer vom pH 7. — °/9-Werte bez. auf die als Cystin-[?°S] 
zugesetzte Gesamtaktivitiat. 














35S02°, gebildet nach 
System 2 Stdn. 4 Stdn. 
Imp./Min. a0 Imp./Min. ier 
(a) (b) | (a,b)} (a) (b) | (a, b) 
aia. ee 9 mei nes 
Plasma, kiinstlich* . 4 et 2.0 a = 1.5 
ds. + 7,6 ug V/ml. . 132 93 23 163 102 23 
118 81 cd 87 78 a 
Plasma, natiirlich** . 398 252 6.7 440 463 9.5 
295 282 e 342 510 ei 
ds. + 7,6 ug V/ml. . 680 408 4, 1290 750 | o9 
520 564 7 570 1060 ae 
Blut*** 2... 875 — li 1500 — |e 
890 —_ . 1460 — aad 














* Das kiinstliche, proteinfreie Plasma wurde nach I. c. bereitet. 
** V-Gehalt 8 ».g/mil. 
*** V-Gehalt des Plasmas nach 4 Stdn. 15,5 wg V/ml (emissionsspektrographisch bestimmt). 


Aus Tab. 5 ist ersichtlich, daB bei 2- und bei 4stdg. Inkubation von 
DL-Cystin-[35S] (12 wg mit 9,2 - 10% Imp./Min. je m/) in Vanadin- und 
Protein-freiem, kiinstlichem Plasma nur unwesentliche *°S-Aktivi- 
tiiten (etwa 2°/,, der Gesamtaktivitiit) in der anorganischen Sulfat- 
fraktion auftreten. Beim analogen Versuch mit natiirlichem Plasma 
liegen die Werte 3- bis 4mal héher. Der Vanadingehalt dieses Plasmas, 
den wir zu 8 ug V/ml emissionsspektrographisch ermittelt haben, spricht 
fiir die angenommene Beteiligung des Metalls bei der Sulfatbildung aus 
Cystin. Ein entsprechender Zusatz in Form von Natriumvanadat 
zum kiinstlichen Plasma hat aber keine Wirkung auf den Cystinabbau 
zu Sulfat. Dagegen ruft dieselbe Vanadatgabe zu natiirlichem Plasma 
eine Verdoppelung der Menge an aktivem Sulfat auf Kosten des Cystins- 
[35S] im Vergleich zum natiirlichen Plasma ohne zusiitzliches Vanadin 
hervor. Dieser Unterschied lé8t sich nur auf einen Einflu8 der Pro- 
teinfraktion, die 0,03 bis 0,04% des frischen Plasmas ausmacht?!® ", 
auf die Vanadin-bedingte Cystinoxydation zuriickfiihren. 


10 J.D. Robertson, J. exp. Biology 31, 424 [1954]; analytisch bestimmt. 
H.-J. Bielig u. H.-D. Dell, unverdéffentlicht (Proteinfraktion isoliert). 
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Auch in dieser Versuchsreihe (Tab. 5) bewirkt die Gegenwart der 
Blutzellen wie in den friiheren Versuchen (Abb. 3) die héchste Sulfat- 
bildung. Dabei enthalt das Plasma bei Versuchsende mit 15,5 ug V/mi 
nicht mehr Vanadin als das mit Natriumvanadat versetzte isolierte 
Plasma im analogen Experiment. Das spricht fiir eine Beteiligung 
auch der Vanadocyten an der Cystin-Oxydation. 

Beim Vergleich des in Abb. 3 und in Tab. 5 wiedergegebenen Aus- 
maBes der Sulfatbildung aus DL-Cystin-[°S] im 4stdg. in-vitro- Versuch 
fallt auf, daB in ersterem Falle 8%, in letzterem nur 3°%, der S-Aktivitiit 
als Sulfat erscheinen. Hierfiir ist offenbar der unterschiedliche pH-Wert 
der beiden Ansitze verantwortlich. In ersterem Falle waren nimlich 
62 ug DL-Cystin als Dinatriumsalz, in letzterem nur 12 wg freie Amino- 
siiure je ml Ansatz vom gleichen Anfangs-pH-Wert zugegeben worden. 
Den EinfluB der Wasserstoffionen-Konzentration auf die Sul- 
fatbildung aus DL-Cystin-[35S] in Vanadat-haltigem, natiirlichem 
Plasma zeigt Abb. 4. Man erkennt, dai die Cystinoxydation oberhalb 
des physiologischen pH-Bereiches (6,6—6,7)!° auch ohne Anwesenheit 
von Zellen: auBerordentlich stark zunimmt. Der pH-Unterschied von 
Lésungen des Cystins und seines Dinatriumsalzes erklirt bei den zu- 
gesetzten unterschiedlichen Mengen und der geringen Pufferkapazitiit 
des Plasmas?° hinreichend die gefundene Differenz in der Sulfatbildung 
oben besprochener Versuche. 
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Besprechung der Ergebnisse 

Wie wir bereits fiir das Vanadat gefunden hatten!, wird auch Sulfat 
von der Tunicate Phallusia mamillata aus dem Seewasser ins Blut auf- 
genommen. Berechnet man das Verhiltnis der spezif. *°SO,-Aktivitiiten 
von Seewasser : Plasma bei 20° unter Beriicksichtigung des von Ro- 
bertson?!® bestimmten Sulfat-Gehaltes im Seewasser (2,656 g/) und im 
Plasma (1,395 g/l), so ergibt sich 1,01 als Mittelwert. Dies besagt, dab 
die zugesetzten *5SO{°-Ionen bereits nach 48 Stdn. statistisch zwischen 
Seewasser und Plasma verteilt sind. Daraus ist weiter zu folgern, daB das 
gefundene Aktivititsverhailtnis von 100: 52 (Tab. 1) dem tatsichlichen 
Verhaltnis der Sulfatkonzentrationen entspricht. Auf gewichtsanaly- 
tischem Wege war bereits friiher ermittelt worden, daB das Plasma nur 
halb soviel Sulfat wie das Seewasser enthalt (Henze®: 51%, Robert- 
son?©; 52,2%). 

Die Membranen, die das Blut vom Seewasser abgrenzen, und die in 
erster Linie im Branchialepithel gesucht werden miissen, sind also fiir 
Sulfat durchlissig. Die Aufrechterhaltung des Gradienten setzt 
eine aktive Zelleistung voraus, fiir die auch der gemessene Q,,-Wert von 
nahezu 2 spricht. Ein Donnan-Mechanismus darf hier aufer Betracht 
gelassen werden, da das Plasma nur einen Proteingehalt von <0,05% 
hat. Auch eine Anreicherung von Sulfat durch die im Blut krei- 
senden Zellen, von denen die Vanadocyten eine hohe Sulfatkonzentration 
im Haimovanadin-System aufweisen, kommt nicht in Frage, da deren 
Sulfat-Aufnahme aus dem Plasma sowohl in vivo (nach 48 Stdn.) als 
auch in vitro (nach 4 Stdn.) weniger als 3° des Plasma-Sulfates betrigt. 

Setzt man diese geringe Sulfataufnahme der Zellen (28 ug/m/ Blut 
innerhalb 4 Stdn. bei 20° in vitro) ins Verhiltnis zu ihrem hohen Sulfat- 
Vorrat, so errechnet sich ein Wert von etwa 7%. Diese Zahl kann aber 
angesichts der tatsiichlich gemessenen (niederen) Impulsraten nicht ohne 
weiteres gewertet werden. Eine Sicherung wire dadurch mdglich, dab 
man die Sulfataufnahme in Abhingigkeit von der Zeit studiert. Die 
Empfindlichkeit der Tiere in vivo und der Blutzellen in vitro erlaubt aber 
nur Versuchszeiten bis zu 48 Stdn., innerhalb deren sich ebenfalls keine 
sichere Entscheidung fallen lieB, wie folgendes Beispiel einer Inkubation 
von Phallusienblut bei 20° zeigt: 








Imp./Min., bez. auf 1 mi Blut nach 
entnommene Probe 
0 | 10 | 24 | 48 Stdn. 
BARGMAD ict Ges: SG. % 8005 7930 8133 7962 
“12 RRS a ae 40 (0,5%) 123 (1,5%) | 140 (1,7%) | 167 (2,1%) 














Die geringe Sulfataufnahme bei der hohen Konzentration von 
Sulfat in den Zellen legt nahe, an dessen oxydative Bildung aus 
Aminosiureschwefel zu denken, zumal Methionin und das Oxy- 
dationsprodukt Taurin frei in den Zellen vorkommen. Modellversuche 
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haben gezeigt!*, daB Cystin im sauren Medium, das ja auch die Vanaco. 
cyten aufweisen®, durch Vanadat-Ionen zu Cysteinsulfonsiure und zu 
Sulfat oxydiert wird. Die dabei stattfindende Reduktion zum Vanady\1. 
Ion interessiert im Zusammenhang mit der biologischen Reduktion auf- 
genommenen 5wertigen Vanadins in oder an den Vanadocyten}?. 

Zwar werden in vivo wie in vitro angebotenes DL-Methionin-[*°s] 
und DL-Cystin-[35S] ebenso wie Sulfat von den Zellen kaum aufge- 
nommen, doch wird innerhalb 8 Stdn. Cystin im Blut zu mehr als 
50% oxydiert und zwar gréBtenteils zu Cysteinsiiure und auferdem zu 
Sulfat (Abb. 3, Tab. 5). Auffallig ist, daB diese Reaktion bei pH-Werten 
(6,6—7) erfolgt, bei denen im Parallelversuch mit kiinstlichem, protein- 
freiem Plasma Cystin durch Vanadat nicht angegriffen wird. Sie ist zudem 
nicht ausschlieBlich an die Gegenwart der Blutzellen gebunden. Bereits 
natives Plasma allein, welches nur 8 wg V/m/ enthilt, verursacht 
etwa 30% der im Gesamtblut gefundenen oxydativen Sulfat-Bildung. 
Der Unterschied im Ausmaf der Vanadin-bedingten Cystinoxydation 
durch natiirliches Plasma und durch kiinstliches, proteinfreies Plasma 
desselben* Vanadin-Gehaltes liBt sich nur auf einen EinfluB der Protein- 
fraktion zuriickfiihren, die 0,03—0,04°%% des frischen Plasmas aus- 
macht!% 11, Die Art der Mitwirkung des Plasmaproteins wird noch 
untersucht. 


Die Versuche wurden an der Zoolegischen Station in Neapel ausgefiihrt 
und durch das Entgegenkommen von Herrn Direktor Dr. P. Dohrn sehr ge- 
fordert. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, danken 
wir fiir eine Sachbeihilfe, Herrn Prof. Dr. R. Kuhn fiir zusatzliche Unterstiitzung. 
An der Praparation der Versuchstiere hatten Frl. E. Klinger und Herr Dr. K. All- 
mann besonderen Anteil. 


Zusammenfassung 


Dem Seewasser zugesetztes, triigerfreies Na,*°SO, wird von der See- 
scheide Phallusia mamillata ins Blut aufgenommen. 

Im Gleichgewichtszustand, der innerhalb 48 Stdn. bei 20° erreicht 
ist, betragt das Aktivititsverhiltnis zwischen Seewasser und Plasma 
100: 52. Die **SO{°-Aufnahme ist mit Q,) = 1,8 temperaturabhingig. 
Nur 1—1,5% der angebotenen Aktivitiit werden nach 48 Stdn. in den 
Blutzellen, 3/, davon im Hiimovanadin-System des Himolysates ge- 
funden. 

Nach Injektion von Na,*5SO,, DL-Methionin-[*°S] oder DL-Cystin- 
[25S] in die Blutbahn (Verweilzeit 48 Stdn.) und nach Inkubation 
isolierten Blutes mit denselben Substanzen (4 Stdn.) betriigt die bei 20° 
in die Zellen aufgenommene Aktivitit weniger als 2,4°% der *°S-Aktivitiit 
des Plasmas. 


122 H.-J. Bielig u. G. Rohns, unveréffentlicht; vgl. Diplomarb. G. Rohns, 
Univ. Freiburg/Brsg. 1960. 








8, 





Bd. 325 (1961) Untersuchungen iiber Hamovanadin, VI 145 


In der Henze-Lésung des Himolysates wurden Methionin und Taurin 
papierchromatographisch nachgewiesen. 

DL-Methionin-[*°S] wird im Phallusienblut zum Sulfoxyd und zum 
Sulfon oxydiert. DL-Cystin-[*5S] geht unter denselben Bedingungen in 
Cysteinsulfonsiure und in Sulfat iiber, deren zeitliche Zunahme radio- 
chromatographisch nachgewiesen wurde. Die Oxydation von DL-Cystin- 
[35S] durch Plasma ist an die Anwesenheit von Vanadin und Plasma- 
protein gebunden. 


Summary 


Carrier free Na,?5SO, added to sea water is taken up into the blood 
of the sea squirt Phallusia mamillata. 

At equilibrium, which is reached in 48 hrs. at 20°, the ratio of the 
activity in the sea water to that in the plasma is 100: 52. The uptake 
depends on the temperature (Q,9 = 1.8). After 48 hrs., only 1—1.5% of the 
added activity is present in the blood cells, three quarters of this in the 


_haemovanadium of the haemolysate. 


After the injection of Na,*°SO,, [°°S]DL-methionine or [®°S]DL- 
cystine into the blood stream (followed by analyses made 48 hrs. later) 
or im vitro incubation of isolated blood with the same substances for 
4 hrs. at 20°, the radioactivity of the cells is less than 2.4% that of the 
plasma. 

Methionine and taurine were demonstrated by paper chromato- 
graphy in the haemolysate. 

[5S]DL-methionine is oxidised to the sulphoxide and sulphone in 
the blood of Phallusia. Under the same conditions, [°5S]DL-cystine is 
converted to cysteine sulphonic acid and sulphate, the appearance of 
which was measured by radiochromatography. Vanadium and plasma 
protein are required in the oxidation of [3°S]DL-cystine by plasma. 


Professor Dr. Hans-Joachim Bielig, Max-Planck-Institut fiir Medizinische 
Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg, JahnstraBe 29. 

Professor Dr. Walter Rummel, Pharmakologisches Institut der Universitat 
des Saarlandes, Homburg/Saar. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, XV1 
Intrazellulare Verteilung von ATP in Lebern normaler 
und CCl,-geschadigter Mause 
Von 
Horst Frunder, Eva Blume, Klaus Thielmann und Hans Boérnig 
Aus dem Physiologisch-Chemischen-Institut der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mirz 1961) 


In friiheren Untersuchungen fanden wir 2 Stdn. nach i. p. CCl,- 
Injektion Alterationen an allen Zellstrukturen der Leber*. Zum gleichen 
Zeitpunkt ist jedoch die oxydative Phosphorylierung isolierter Leber- 
mitochondrien noch intakt?. Diese Befunde lieBen: vermuten, daB bei 
noch erhaltener Fahigkeit zur Energieproduktion schon friihzeitig nach 
der Schadigung die Energieverwertung gestért ist. Zur Klarung dieser 
Frage wurden enzymatische ATP-Bestimmungen durchgeftihrt und das 
Verhaltnis AMP/ADP/ATP mit der Ionenaustauschchromatographie 
bestimmt. Wir fanden, daB der Gesamt-ATP-Gehalt und das Verhaltnis 
ATP/ADP in der geschadigten Leber zu diesem Zeitpunkt noch véllig 
normal sind. Da die Aussagekraft solcher Bestimmungen im ganzen 
Organ relativ gering ist, wurde auch die Verteilung des ATP auf die 
Zellfraktionen der Leber untersucht. Dabei zeigte sich, daB in der ge- 
schadigten Leber bei normalem zellularem Gesamt-ATP seine Verteilung 
auf die Zellfraktionen erheblich von der Verteilung in der normalen Leber 
abweicht. Die Lebermitochondrien geschadigter Tiere haben einen mehr- 
fach hdheren ATP-Gehalt als die normaler Tiere. Der ATP-Gehalt 
der Uberstandsfraktion ist um diesen Betrag vermindert. Die Abgabe 
des mitochondrialen ATP ist in der geschadigten Leber gehemmt. 


Methodik 
Versuchstiere waren 14—18 g schwere weife Mause. Sie wurden mit Standard- 
futterkuchen und Wasser ad libitum ernahrt. Zur Erzeugung des CCl,-Schadens 
bekamen die Tiere wie friiher* 0,45 ml einer Mischung aus 1 ml CCl, + 7 ml 
Pflanzenél 2 Stdn. vor dem Versuch intraperitoneal. Zur Bestimmung von ATP 
im gesamten Organ (= stationire Werte) wurde eine Maus im Kihlraum unterhalb 


Verwendete Abkiirzungen: AMP, ADP, ATP = Adenosin-5’-mono-, -di- bzw. 
-triphosphorsaure; ATPase = Adenosintriphosphatase; TPN = Triphosphopyri- 
dinnucleotid; EDTA = Athylendiamintetraacetat (Di-Na-Salz); nMol = Nanomol 
(10-* Mol). 

1 XIV. Mitteil.: K. Thielmann, E. Blume, M. Kraul u. H. Frunder, 
diese Z. $22, 241 [1960]. 

2 XII. Mitteil.: H. Bornig, G. Richter u. H. Frunder, diese Z. 322, 
213 [1961]. 

3 Unveréffentlichte Versuche. 

4 TIT. Mitteil.: H. Frunder, H. Bérnig, G. Richter u. K. Stade, diese Z. 
807, 161 [1957]. 
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des Rippenbogens mit der Schere durchtrennt, die Leber schnell herausprapariert 
und sofort mit 4,5 ml 6proz HClO, im Ganzglashomogenisator homogenisiert. Die 
Zeit vom Durchschneiden des Tieres bis zur EnteiweiBung der Leber betrug 5—7 Sek. 
Der klar zentrifugierte und mit Kalilauge neutralisierte Uberstand dieses Homo- 
genates wurde zur enzymatischen ATP-Bestimmung verwendet. Aufarbeitung der 
Lebern und Fraktionierungstechnik fiir die Verteilungsstudien wurden nach I. c.? 
durchgefiihrt mit folgenden Abanderungen: Zum Homogenisieren wurde der I. c. 5 
beschriebene Rillenhomogenisator verwendet. Es wurde zweimal 15 Sek. mit je 
drei Auf- und Abwartsbewegungen bei 600—800 U./Min. und einer zwischen- 
geschalteten Kihlpause von 10 Sek. homogenisiert. Die Zahl der nicht aufge- 
schlossenen Zellen betrug bei dieser Technik weniger als 2°. Als Fraktionierungs- 
medium und zum Auffiillen der Fraktionen wurde 0,25 m Rohrzucker verwendet, 
der mit gewaschenem Bombenstickstoff bei 0° gesattigt war. Die Zentrifugenbecher 
wurden vor der Zentrifugation mit N, begast und verschlossen. 

Zur Fraktionierung wurden 30 ml eines 7—10proz. Homogenates eingesetzt. 
Da die ATP-Spaltung im Verlaufe der Fraktionierung rasch fortschreitet, wurde 
aus Griinden der Zeitersparnis mit einem Homogenat nicht die gesamte Frak- 
tionierung durchgefiihrt, sondern nach folgendem Schema mdglichst rasch nur 
einzelne Fraktionen gewonnen. Die in diesem Schema angegebenen Praparations- 
zeiten beziehen sich auf die Dauer vom Narkosebeginn der Versuchstiere bis zur 
EnteiweiBung der Fraktion. 


1. Gewinnung von ungewaschener und gewaschener Kernfraktion, 
Kernwaschwasser und Kerniberstand 


Die Kernfraktion wurde aus 30 m/ Homogenat durch 5 Min. Zentrifugation 
bei 600 x g erhalten, im Handhomogenisator resuspendiert und auf 25 mi auf- 
gefiillt (Ky). 20 m/ von Ky wurden 5 Min. bei 600 x g rezentrifugiert, der Uber- 


stand dieser Fraktion auf 25 mi aufgefillt (Ky). Das Sediment wurde mit etwa 


10 ml Rohrzucker im Handhomogenisator resuspendiert und auf 25 m/ aufgefiillt 
(Kg). Der Uberstand des ersten Kernsedimentes wurde sofort nach Gewinnung 


auf 30 mi aufgefiillt (Ky;). Praparationszeit: Ky; 15 Min., Ky 17 Min., Ky 22 Min., 
Kg 24 Min. 
2. Gewinnung einer ungewaschenen und gewaschenen 


Mitochondrienfraktion, des Mitochondrienwaschwassers 
und des Mitochondrieniiberstandes 


Der Uberstand des ersten Kernsedimentes wurde 9 Min. bei 9000 x g zentri- 
fugiert, der Uberstand des Mitochondriensedimentes auf 30 ml aufgefiillt (M,,), 


das Sediment mit einer kleinen Menge Rohrzucker im Handhomogenisator re- 
suspendiert und auf 10 m/l aufgefiillt (M,,,). Zur Gewinnung einer gewaschenen 


Mitochondrienfraktion wurden 5 mi von M,,, erneut 9 Min. bei 9000 x g zentri- 
fugiert, der Uberstand auf 5 ml aufgefiillt (M,w), das Sediment resuspendiert 
und gleichfalls auf 5 ml aufgefiillt (M,,). Praparationszeit: M,y 30 Min., M,y 
32 Min., M, w 43 Min., M,, 45 Min. 


3. Gewinnung einer Gesamtmitochondrienfraktion 
und des Uberstandes dieser Fraktion 


Der Uberstand des ersten Kernsedimentes wurde 8 Min. bei 20000 x g 
zentrifugiert, der so erhaltene Uberstand abgegossen und auf 30 ml aufgefiillt 
(M, oy), das Sediment im Handhomogenisator resuspendiert und auf 10 mi auf- 


gefiillt (M, »)- Praparationszeit: M, 94 30 Min., M, 5 32 Min. 


5 H. Bérnig u. G. Richter, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam], 
im Druck. 


10° 
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4. Gewinnung einer Mitochondrien-Mikrosomen- Mischfraktion 
nach vorheriger Abtrennung des Hauptteiles der Mitochondrien 
und Gewinnung des Uberstandes 

20 ml von M,y wurden 8 Min. bei 20000 x g zentrifugiert, der Uberstand 
dieser Zentrifugation auf 30 ml aufgefiillt (Mj) und das Sediment nach Re- 
suspendieren auf 5 ml (M,). Praparationszeit: M,, 42 Min., M, 44 Min. 


5. Gewinnung der Mikrosomenfraktion 
und des Mikrosomeniiberstandes 
20 ml von M, oy wurden 20 Min. bei 40000 x g zentrifugiert, der Uber- 
stand auf 25 ml aufgefiillt (U,), das Sediment nach Resuspendieren auf 5 ml (MS). 
Praparationszeit: U, 55 Min., MS 57 Min. In einigen Fallen wurden MS und U, 
nach getrenntem Abzentrifugieren von M, und M, gewonnen. Dabei verlangerte 
sich die Praparationszeit dieser beiden Fraktionen um 12 Min. 


6. Gewinnung einer Gesamtpartikelfraktion 
und einer nahezu partikelfreien Uberstandsfraktion 

Das Homogenat wurde 20 Min. bei 40000 x g zentrifugiert, der Uberstand 
dieser Zentrifugation auf 30 ml aufgefiillt (U,), das Sediment nach Resuspendieren 
auf 25 ml (S,). In einigen Versuchen wurde zum Homogenisieren und Fraktionieren 
bei sonst gleicher Versuchsanordnung dem 0,25m Rohrzucker 0,02m KF zu- 
gesetzt. Der damit erhaltene Uberstand ist als U, und das Sediment als 8, be- 
zeichnet. Praparationszeit: U, und U, 30 Min., S, und S, 32 Min. 

Die Temperatur im Zentrifugenbecher lag bei allen Zentrifugationen zwischen 
0 und + 19, lediglich hei der Gewinnung von MS, U,, U, und U, wurden gelegentlich 
+ 2° gemessen. Aus allen aufgefiillten Fraktionen wurden sofort nach ihrer Ge- 
winnung Proben fiir die Bestimmung von ATP, der ATP-Spaltungsgeschwindigkeit 
bei 5° und des N-Gehaltes entnommen. 


1. Aufarbeitung fiir die ATP-Bestimmung: 3mi der aufgefiillten 
Fraktion wurden mit 1 ml 24proz. HClO, enteiweiBt, die Mischung etwa 20 Sek. 
bis zum Erreichen von 15000 x g zentrifugiert. 2 ml des klaren Uberstandes 
wurden unter scharfem Riihren und Kiihlen bis gerade eben zum Einfrieren in 
einem Trockeneis-Methanolbad mit abgemessenen Mengen 10” und In KOH gegen 
Indikatorpapier auf etwa pH 7,5 neutralisiert. Etwa 3 Min. nach der EnteiweiBung 
der Fraktion war die Probe bereits neutralisiert. Jedes Uberneutralisieren fiihrt 
zu ATP-Verlusten. Nach etwa 10—15 Min. bei 0° wurde der KCIO,-Niederschlag 
2 Min. bei 21000 x g abzentrifugiert und 0,2 bis 0,5 m/ des klaren Uberstandes 
zum enzymatischen ATP-Test verwendet. 


2. Aufarbeitung fiir die Bestimmung der ATP-Spaltungsge- 
schwindigkeit bei 5°: 0,9 ml der aufgefiillten Fraktion wurden mit 0,1 ml einer 
mit der Glaselektrode auf pH 7,0 eingestellten AT P-Lésung (37,4mg ATP-Na,-4H,O 
der Fa. Boehringer & Séhne Mannheim/ml) vermischt. Nach 2 Min. Vorinkubation 
im Wasserbad von 5° + 0,2 wurden 0,2° mi dieser Mischung mit 0,8 ml 8proz. 
Trichloressigsiure (umkristallisiert) enteiweiBt, kurz hochtourig zentrifugiert und 
0,2 bis 0,5 ml des klaren Uberstandes zur Bestimmung des PO3° nach Martin 
und Doty® entnommen (PO3}°-Anfangskonzentration). Nach 15 oder 30 Min. 
Inkubation im Wasserbad von 5° wurde erneut die gleiche Menge des Inkubations- 
gemisches zur Bestimmung von PO3° entnommen und sofort aufgearbeitet. 


3. Aus dem Homogenat und jeder aufgefiillten Fraktion wurden 0,1 bis 0,5ml 
zur N-Bestimmung mit der Mikro-Kjeldahl-Methode entnommen. 


Von der Praparation der Lebern bis zur Gewinnung des neutralisierten 
Extraktes zur ATP-Bestimmung, der enteiweiSten Proben zur Phosphatbestim- 


6 J. R. Martin u. D. M. Doty, Analytic. Chem. 21, 965 [1949]. 
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mung und der Entnahme von Material zur N- Bestimmung fanden alle Arbeitsgange 
im Kihlraum bei 0 bis + 1° statt. 


Enzymatischer ATP-Test 


Zur enzymatischen ATP-Bestimmung wurde eine Zwischenfermentprapara- 
tion mit 40°, Hexokinaseaktivitat benutzt, die nach 1. c.7 hergestellt war. Die 
Fremdaktivitéten entsprachen den dortigen Angaben. 

Getestet wurde in 2-cm-Kiivetten mit 2,0 ml Endvolumen bei 340 my im 
Spektralphotometer (VEB Carl Zeiss Jena). Der Testansatz enthielt: 


0,2—0,5 mi Untersuchungsliésung (5—15 ug ATP enthaltend), 

0,1 ml Glucoselésung (5 mg/ml), 

0,05 ml TPN 97proz. (5 mg/ml), 

1,33—1,63 ml 0,05 m Tris-hydroxymethyl-aminomethan-Puffer, 0,0133 m 
MgCl, enthaltend, pH 7,6, 

Start mit 0,02 ml Hexokinase-Zwischenferment (20mg Trockenpulver in 

1 ml 0,1proz. neutralisierter EDTA-Lésung). 


Der Test war in etwa 30 Min. abgelaufen und die Endextinktion blieb 
wenigstens weitere 20—30 Min. bestehen. Zusatz eines Uberschusses ADP in 
Gegenwart von ATP beeinfluBt den Lauf des Testes nicht. Der Fermentblindwert 
war 0,003 und wurde bei der Berechnung nicht beriicksichtigt. 

Die Kontrolle des Testsystems erfolgte einmal mit ATP-Na,-4H,O der 
Fa. Boehringer, zum anderen mit umkristallisierter wasserfreier Glucose. Bei Ver- 
wendung von ATP und einem UberschuB an Glucose ergaben 10 ng ATP (berechnet 
als freie Saure) eine Extinktion von 0,125. Bei Eichung mit Glucose und einem 
Uberschu8 an ATP ergaben 11,1 ug Glucose eine Extinktionsdifferenz von 0,4; 
dabei werden 31,2 ug ATP umgesetzt. 10 ug verbrauchtes ATP ergeben danach 
im Glucosetest eine Extinktionsdifferenz von 0,128. Unter Zugrundelegen des 
millimolaren Extinktionskoeffizienten fiir TPN von 6,3 laBt sich fir 10 ug um- 
gesetzte ATP eine Extinktionsdifferenz von 0,124 errechnen. Die Ubereinstimmung 
zwischen beiden Eichtesten und dem theoretischen Wert ist sehr gut. Da unsere 
Fermentpraparation in Spuren 6-Phospho-gluconsiure-Dehydrogenase enthielt, 
haben wir den Glucoseeichwert den ATP-Berechnungen zugrundegelegt. Die 
Extinktionszunahme war zwischen 5 und 50 ug ATP im Test linear. 


Mononucleotidbestimmung 
mit der Austauschchromatographie 


Trennung und quantitative Bestimmung von AMP, ADP und ATP erfolgte 
mit Dowex 2 X 10 (Formiat-Form) nach Schmitz und Mitarbeitern’. Es wurde 
eine 600 x 4mm-Saule verwendet. Diese Saéule ergab eine bessere Trennung als 
die friiher von uns verwendeten kurzen und breiteren Saéulen. Zur Vermeidung 
von gréBeren ATP-Verlusten wahrend des 3 bis 4 Tage dauernden Versuches war 
die Saule mit einem Kiihlmantel umgeben und wurde mit einem Soleumlaufkiihler 
bei einer Temperatur von 0 bis +2° gehalten. Bei gleicher Aufarbeitung des Ge- 
webes erhielten wir allein durch diese neue Saulentechnik doppelt so groBe ATP- 
Werte wie friiher. Das Mischgefa8 enthielt zu Beginn des Versuches 250 ml Wasser, 
das VorratsgefaB von Frakt. 1—50 1n HCOOH, von Frakt. 51—160 4n HCOOH, 
von Frakt. 161—210 4n HCOOH + 0,2n HCOONH,, von Frakt. 211—400 4n 
HCOOH + 0,5n HCOONH,. Es wurden 2-ml-Fraktionen gesammelt. Laufzeit fiir 
eine Fraktion bei einem Druck von 0,4—0,5 atii etwa 10 Min. Zur Berechnung 
der AMP-, ADP- und ATP-Konzentrationen im Eluat wurde der millimolare 
Extinktionskoeffizient fiir Adeninnucleotide von 14,2 benutzt. Bei AMP wurden 
von jeder Fraktion 0,04, bei ADP 0,07 und bei ATP 0,1 der Extinktion bei 260 mu 


7 X. Mitteil.: N. Sénnichsen, H. Frunder, H. Bérnig u. G. Richter, 
diese Z. 316, 209 [1959]. 

8 H.Schmitz, R. B. Hurlbert u. V. R. Potter, J. biol. Chemistry 209, 
23, 41 [1954]. 
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als ,,Untergrund“ abgezogen. Die auf diese Weise errechneten ATP-Werte sind 
wegen unvollstaindiger Abtrennung von anderen Nucleotiden etwas zu hoch‘. 

Die Praparation des Gewebes fiir die chromatographischen Versuche wurde 
in folgender Weise durchgefiihrt : 


a) Stationére Werte: Eine Mauseleber wurde im Kiihlraum in situ unter 


Athernarkose mit etwa 5 ml eiskalter 0,25m Rohrzuckerlésung perfundiert und 
anschlieBend mit 3,5 ml 6proz. HClO, im Ganzglashomogenisator homogenisiert. 
Die so gewonnenen Homogenate von drei Lebern wurden vereinigt, der Protein- 
niederschlag hochtourig abzentrifugiert, mit 2proz. HClO, reextrahiert und die 
vereinigten Uberstande mit 10n und In KOH neutralisiert. Nach 15 Min. Stehen- 
lassen in der Kalte wurde der KC10,-Niederschlag abzentrifugiert und der Uber- 
stand im Kiihlraum auf die Saule gebracht. Die Perfusion beeinfluBt den ATP- 
Gehalt nicht?. 

b) Homogenat: Zwei mit Rohrzucker perfundierte Lebern wurden mit 
10 ml 0,25m Rohrzucker mit dem Rillenhomogenisator dreimal 10 Sek. bei ins- 
gesamt 6 Auf- und Abwartsbewegungen homogenisiert. 10 ml dieses Homogenates 
wurden sofort mit 2,5 m/l 30proz. HClO, enteiwei8t und wie vorher beschrieben 
bis zum Aufbringen auf die Saule weiter verarbeitet. 


c) Ungewaschene und gewaschene Mitochondrien: Die Gewinnung 
der Mitochondrienfraktion erfolgte wie im Fraktionierungsschema fiir die Ge- 
winnung von M,y und Mj, angegeben. Auf die Saule kam der Mitochondrienextrakt 


von 16 Mauselebern. In einem Arbeitsgang wurde der Mitochondrienextrakt von 
8 Mauselebern gleichzeitig gewonnen. 


_ d) Partikelfreier Uberstand: Die Gewinnung der nahezu partikelfreien 
Uberstandsfraktion erfolgte nach den Angaben des Fraktionierungsschemas fiir 
die Gewinnung von U;. Auf die Saule kam der Extrakt des Uberstandes von 
4 Mauselebern. 
Ergebnisse 
1. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP 


in der Gesamtleber 


Tab. 1 zeigt, daB keine Unterschiede in den Adeninmononucleotid- 
Konzentrationen der gesamten Leber zwischen normalen und geschadig- 
ten Tieren bestehen. Aus den beiden in Abb. 1a dargestellten Nucleotid- 
chromatogrammen geht hervor, daB auch der Quotient ATP/ADP durch 
die Schaidigung nicht verandert wird, trotz deutlichem Anstieg der 
Konzentration an anorganischem und gesamtem saureléslichem Phosphat 
(s. hierzu 1. ec. °). 

Tab. 1. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP in der sofort enteiweiBten 


Gesamtleber normaler und geschadigter Tiere in ~Mol/30 mg Leber-N (= 1g 
Frischgewicht). Mittelwerte +-s. Zahl der Versuche in Klammern. 




















Bestimmung normal geschadigt 
AMP 0,40-+0,19 (3) 0,21-+0,14 (3) 
chromatogr. ADP 0,65-L0,14 (3) 0,85-+0,12 (3) 
ATP 2,88-0,57 (3) 2,75-£0,52 (3) 
= 3,93 3,81 
enzymat. ATP 3,59-+0,26 (6) | 3,47+0,72 (7) 








ens TI. Mitteil.: H. Frunder, W. Fischer u. H. Bérnig, diese Z. 306, 112 
[1956]. 
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Abb. 1. Nucleotidchromatogramme. 

a) Ausneutralisiertem HC1O,-Extrakt der Leber nach sofortiger EnteiweiBung. 
Ausgezogene Kurve: Extrakt aus 1,36 g normaler Frischleber, gestrichelte Kurve: 
Extrakt aus 0,97 g Frischleber von CCl,-geschadigten Tieren. 

b) Aus Leberhomogenat in 0,25m Rohrzucker. Ausgezogene Kurve: Extrakt aus 
Homogenat von 1,29 g Frischleber normaler Tiere; gestrichelte Kurve: Extrakt 

aus Homogenat von 1,10 g Frischleber CCl,-geschadigter Tiere. 
c) Aus gewaschenen Lebermitochondrien. Ausgezogene Kurve: Extrakt aus einer 
17,92 mg N enthaltenden Mitochondrienmenge von normalen Tieren; gestrichelte 
Kurve: Extrakt aus einer 21,28 mg N enthaltenden Mitochondrienmenge von CCl,- 
geschadigten Tieren. 


Die enzymatisch bestimmten ATP-Werte sind um 25% hoher als 
die mit der Ionenaustauschchromatographie erhaltenen. Wir fiihren 
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diese Unterschiede darauf zuriick, daB im enzymatischen Test neben 
ATP teilweise auch andere Nucleosidtriphosphate mit erfa&t werden. 
Dafiir spricht, daB in der Mitochondrienfraktion, in der chromatogra- 
phisch neben ATP wenig andere Nucleosidtriphosphate nachweisbar 
sind, enzymatisch und chromatographisch ermittelter ATP-Gehalt tiber- 
einstimmen (s. Tab. 5). 


2. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP 
in Leberhomogenaten 


Nach Homogenisieren der Lebern in Rohrzuckerlésung findet man 
die Summe der Adeninmononucleotide im Vergleich zum stationaren 
Wert um etwa 10% erniedrigt (Tab. 2 und Abb. 1b). Im Chromato- 
gramm (Abb. 1b) der Homogenate sieht man vor dem ADP einen 
tipfel, der im Chromatogramm der sofort enteiweiBten Leber nicht 
vorhanden ist. Der Quotient aus den Extinktionen. bei 275 my und 
260 mu und die Position im Chromatogramm lassen vermuten, daB es 
sich um Inosinmonophosphat handelt. Eine Identifizierung ist noch nicht 
erfolgt. Dieser Gipfel ware zur Erklarung der geringen Differenzen im 
Adeninmononucleotidgehalt zwischen sofort enteiweiBter Leber und 
Rohrzuckerhomogenat heranzuziehen. Der ATP-Gehalt hat etwa um 
1, abgenommen. Die Konzentrationen an AMP und ADP sind ange- 
stiegen, wodurch die Quotienten ATP/ADP von etwa 4 auf rund 2 ab- 
gesunken sind. Die enzymatisch bestimmten ATP-Werte sind im Homo- 
genat ebenfalls gréBer als die chromatographisch erhaltenen Werte. 
Unterschiede in den Adeninmononucleotid-Konzentrationen zwischen 
Lebern normaler und CCl,-geschadigter Tiere bestehen auch im Homo- 
genat nicht. 


Tab. 2. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP in Rohrzucker- Homogenaten 
von Lebern normaler und geschadigter Tiere in 4Mol/30 mg Leber-N (= 1 g Frisch- 
gewicht). Mittelwerte -+-s. Zahl der Versuche in Klammern. 














Bestimmung normal geschadigt 
AMP 0,55 (2) 0,66 (1) 
chromatogr. ADP 0,91 (2) 1,08 (1) 
ATP 2,00 (2) 1,82 (1) 
2 3,46 3,56 
enzymat. ATP 2,71-+0,26 (23) 2,72-+0,47 (21) 











Man findet im Homogenat und in den aus dem Homogenat ge- 
wonnenen Fraktionen sehr viel weniger ATP als in Tab. 2 angegeben, 
wenn der verwendete Rohrzucker nicht vor dem Versuch bei 0° mit 
gewaschenem Bombenstickstoff gesattigt wurde. Wir fiihren den Effekt 
des Stickstoffs auf Hemmung oxydativer Reaktionen am ATP zuriick. 
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3. ATP-Gehalt in der Zellkernfraktion 


In der ungewaschenen Kernfraktion findet man rund 30% des 
Homogenatstickstoffs. Durch das Waschen der Kernfraktion wird Mito- 
chondrien- und Mikrosomenmaterial entfernt (gemessen durch Zahlung 
der im Phasenkontrastmikroskop sichtbaren Partikeln und Bestimmung 
des Ribonucleinsaéure-Gehaltes im Waschwasser). Kernmaterial ist nach 
der Waschung nicht im Waschwasser nachweisbar (gemessen durch 
Kernzahlung und Desoxyribonucleinséure-Bestimmung im Wasch- 
wasser). 

Der ATP-Gehalt sinkt bei normalen Tieren von 14% in der un- 
gewaschenen Kernfraktion auf 5% in der gewaschenen Kernfraktion. 
Weitere 5% des ATP findet man im Waschwasser. Die fehlenden 4%, 
sind beim Waschvorgang vermutlich infolge der hohen ATP-Spaltungs- 
aktivitat der Kerne (s. Abschnitt iiber ATP-Spaltung) verlorengegangen. 
Bei CCl,-geschaidigten Tieren findet man praktisch keine Abweichungen 
von den normalen Verhaltnissen. 

Etwa 1% des Stickstoffes der ungewaschenen Kernfraktion wird 
durch das Waschen entfernt. Von diesem Stickstoff im Waschwasser 
entfallen etwa 60% auf praktisch ATP-freies Mikrosomenmaterial (aus 
Ribonucleinsaéure-Bestimmung im Waschwasser ermittelt). Der Rest 
stellt Mitochondrien- und Uberstandsmaterial dar, das fiir den ATP- 
Gehalt im Waschwasser verantwortlich gemacht werden kann. 

Aus diesen Resuitaten ist zu schlieBen, da die reine Kernfraktion 
normaler und geschadigter Tiere sicher nicht weniger als 11°% des Homo- 
genat-ATP enthalt. 

Der Rest des Homogenat-ATP findet sich im Kerniiberstand. Es 
ist also bis zu diesem Zeitpunkt noch kein nachweisbarer ATP-Verlust 
eingetreten. 

Tab. 3. ATP- und Stickstoffgehalt der Kernfraktion von Lebern normaler und 


geschadigter Tiere in Prozent der Homogenatwerte. Mittelwerte -+s. Zahl der 
Versuche in Klammern. 














; ATP enzymat. bestimmt Stickstoff 
Fraktion ‘ 

normal | geschadigt normal geschadigt 

ungewaschen (Ky) . . | 14+6,2 (17) | 17-47,6 (16) | 32-45,7 (17) | 31-44,9 (17) 

gewaschen (Kg). . . . | 541,3 (4)} 72,4 (5) |] 21+1,5 (5) | 17-+3,0 (5) 

Waschwasser (Kw) . . | 5-£1,3 (4)| 6-£1,0 (4) | 10-0,5 (4) | 10-£0,5 (4) 

Uberstand der unge- 

waschenen Kernfraktion 

(ES eee So se 87+3,6 (4) | 87+2,6 (4) | 74+4,3 (5) | 78+8,4 (5) 





4. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP 
in den Mitochondrien 
a) Reine Mitochondrienfraktion (M,) 


Der Stickstoffgehalt der ungewaschenen Mitochondrien-Fraktion 
(M,,) betragt bei normalen Tieren 14%, bei geschadigten Tieren 19% 
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des Homogenatstickstoffs (P < 0,001). Diese Verteilung steht in Uber- 
einstimmung mit friiheren Ergebnissen*, die zeigten, daB bei 9000 x q 
aus der geschadigten Leber mehr Mitochondrien sedimentieren als 
normal. In normalen Mitochondrien findet man ungewaschen 7% und 
gewaschen 4% des Homogenat-ATP. Im Uberstand der ungewaschenen 
Mitochondrienfraktion findet man 62°, des Homogenat-ATP. Addiert 
man dazu noch die 14% ATP aus der ungewaschenen Kernfraktion, 
so werden bis zu diesem Zeitpunkt fast 90°, des Homogenat-ATP wieder- 
gefunden. Die 10% Verlust in der Gesamtsumme kénnen nicht durch 
Spaltung in den Mitochondrien entstanden sein, da in dieser Fraktion 
keine ATP-Spaltung nachweisbar ist. Der ATP-Gehalt isolierter normaler 
Mitochondrien ist danach iiberraschend niedrig. Dies ist jedoch im 
wesentlichen darauf zuriickzufiihren, dab ein groBer Teil des mito- 
chondrialen ATP bei der Anfertigung des Homogenates in die Uber- 
standsfraktion hineingewaschen wird (s. Diskussion). 


Die Mitochondrienfraktion aus der Leber geschadigter Tiere enthalt 
im ungewaschenen und gewaschenen Zustand das 3- bis 5fache des 
normalen ‘ATP-Gehaltes (P < 0,001; s. Tab. 4). Obwohl bei geschadig- 
ten Tieren bei Zentrifugierung der Mitochondrien auch mehr N-haltiges 
Material sedimentiert, bleibt doch der ATP-Gehalt/mg Fraktions-N in 
der gewaschenen Mitochondrienfraktion geschadigter Tiere mehr als 
3fach héher als normal (P < 0,01; s. Tab. 5). 


Tab. 4. ATP- und Stickstoffgehalt der reinen Mitochondrienfraktion (M,) von 
Lebern normaler und geschadigter Tiere in Prozent der Homogenatwerte. Mittel- 
werte --s. Zahl der Versuche in Klammern. 








. ATP enzymat. bestimmt Stickstoff 
Fraktion ; ; 
normal geschadigt normal geschadigt 
ungewaschen (M,,). .- 7+2,6 (8)| 22+4,9 (7) | 14+:2,3 (8) | 19+2,1 (7) 
gewaschen (Mj). . . 4+1,7 (5)| 18-0,7 (3) | 112,1 (5) | 15+1,6 (3) 
Waschwasser (M,w). . 20,75 (4)| 21,2 (3) 2-£1,3 (4) 2-41,1 (3) 
Uberstand (My) - . . | 6245,0 (6)| 52+4,5 (4) | 62-45,4 (6) | 56+4,4 (4) 

















Tab. 5. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP in gewaschenen Mito- 
chondrien (M,g) von Lebern normaler und geschadigter Tiere in nMol/mg Mito- 


chondrien-N. Mittelwerte +-s. Zahl der Versuche in Klammern. 














Bestimmung normal geschadigt 
. AMP 8,9 (2) 8,6 (2) 
chromatogr. ADP 25,5 (2) 59,3 (2) 
ATP 26,5 (2) 81,0 (2) 
pa 60,9 148,9 
enzymat. 25,6+8,1 (5) 92,9+-27,5 (3) 
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Zur weiteren Sicherung dieses iiberraschenden Ergebnisses der 
enzymatischen ATP-Bestimmungen und zur Gewinnung von Anhalts- 
punkten fiir die Relation AMP/ADP/ATP in der Mig-Fraktion, haben 
wir Nucleotidchromatogramme aus dieser Fraktion angefertigt (s. 
Abb. 1e und Tab. 5). Mit diesem Verfahren erhalt man die gleichen 
Unterschiede im ATP-Gehalt der Mitochondrienfraktion wie mit der 
enzymatischen Bestimmung. Der ADP-Gehalt ist in den Mitochondrien 
geschadigter Tiere ebenfalls mehr als doppelt so hoch wie normal. Im 
AMP-Gehalt bestehen keine Unterschiede. Parallel zum Anstieg des 
ATP- und ADP-Gehaltes findet man auch eine Zunahme des anorgani- 
schen Phosphats (von normal 180 auf 510 nMol/mg Mitochondrien-N 
bei geschadigten Tieren). 

b) Gesamtmitochondrienfraktion (Mj; 2) 

Trennt man aus dem Kerniiberstand durch 8 Min. dauerndes 
Zentrifugieren bei 20000 x g die Gesamtmitochondrien (s. auch 1. c.?), 
die bei dieser Art der Gewinnung schon erheblich mit Mikrosomen- 
material verunreinigt sind, ab, so sieht man die gleichen Unterschiede 
im ATP-Gehalt wie in der reinen Mitochondrienfraktion (s. Tab. 6). 
Die M,2-Fraktion der geschadigten Tiere enthalt 2,5mal so viel ATP 
wie normal (P < 0,001), der ATP-Gehalt des Uberstandes dieser Frak- 
tion ist um den entsprechenden Betrag vermindert (P < 0,02). Die 
Verteilung des Stickstoffs auf diese beiden Fraktionen ist in beiden 
Reihen gleich. Der ATP-Gehalt/mg Fraktions-N ist in der Gesamt- 
mitochondrienfraktion geschadigter Tiere ebenfalls 2,5fach gréBer und 
der der Uberstandsfraktion nur halb so groB wie normal (s. Abb. 2). 
Die Summe von ATP aus ungewaschener Kernfraktion, Gesamt- 
mitochondrienfraktion und Uberstandsfraktion betragt 90% des Homo- 
genat-ATP. Die bis zu diesem Zeitpunkt verlorengegangenen 10°% des 
Homogenat-ATP werden durch die ATP-Spaltungsaktivitat der Mikro- 
somen aus der Uberstandsfraktion entfernt. 

Tab. 6. ATP- und Stickstoffgehalt der Gesamtmitochondrienfraktion (M,,,) von 


Lebern normaler und geschadigter Tiere in Prozent der Homogenatwerte. Mittel- 
werte --s. Zahl der Versuche in Klammern. 














. ATP enzymat. bestimmt Stickstoff 
Fraktion i ; 
normal | geschadigt normal | geschadigt 
_ ee ee ae 15-++2,6 (4) | 35-46,2 (4) | 31-+43,9 (4) | 27+2,6 (4) 
Uberstand (M, op) - - | 60+6,0 (4) | 368,0 (4) | 48-£8,7 (4) | 45:22,8 (4) 


Die M, 2-Fraktion der normalen Leber enthalt 15° des Homogenat- 
ATP. Diese Werte fiir Mitochondrien erhéhen sich noch um den Anteil 
an Mitochondrien-ATP, der in der ungewaschenen Kernfraktion ver- 
bleibt*. Dieser fehlt in der Mj 2-Fraktion, die aus Griinden der Zeiter- 


* Etwa 25% der Gesamtmitochondrienmasse befinden sich nach Succin- 
dehydrogenase-Aktivitatsbestimmungen in der ungewaschenen Kernfraktion. 
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sparnis aus dem Uberstand des ungewaschenen Kernsedimentes ge- 
wonnen wurde. Danach miissen in den gesamten isolierten Mitochondrien 
der normalen Leber sicher mehr als 15° des Homogenat-ATP lokalisiert 
sein (etwa 20%). In den isolierten Mitochondrien der geschadigten 
Leber sind nach den gleichen Uberlegungen etwa 47° des Homogenat- 
ATP lokalisiert. Diese Werte stimmen nicht mit den in-vivo-Werten 
tiberein, die in beiden Reihen hoher liegen (s. Diskussion). 


5. ATP-Gehalt der Mikrosomenfraktion 


Die Fraktionierungszeit, die zur Gewinnung der Mikrosomenfraktion 
nach vorheriger stufenweisen Abtrennung der Kern- und der Mitochon- 
drienfraktion bendtigt wird, ist doppelt so lang wie zur Gewinnung der 
vorhergehenden Fraktionen. Die ATP-Spaltung erreicht dadurch ein 
groBeres AusmaB, und man erhalt jetzt nur 76°% des Homogenat-ATP 
als Summe der einzelnen Fraktionen. ; 

In der Mikrosomenfraktion findet man in beiden Reihen 10—12°, 
des Homogenat-Stickstoffs. Der Rest des Mikrosomenmaterials ist auf 
die vorhergehenden Fraktionen, die ohne Waschungen gewonnen wurden, 
verschmiert. Der ATP-Gehalt der Mikrosomenfraktion liegt in beiden 
Reihen zwischen 0,5 und 2% des Homogenat-ATP. Das Mikrosomen- 
sediment ist mit geringen Mengen Uberstand, in dem die Hauptmenge 
des Homogenat-ATP vorhanden ist, verunreinigt. Es besteht daher auch 
die Méglichkeit, daB isolierte Mikrosomen kein ATP enthalten. Nach 
den Uberlegungen des nachsten Abschnittes ist es weiter sehr wahr- 
scheinlich, daB die Mikrosomen auch schon im frischen Homogenat kaum 
ATP besitzen. 


6. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP 
im partikelfreien Uberstand 


Wird der weitgehend partikelfreie Uberstand durch getrenntes 
Abzentrifugieren der Kern-, Gesamtmitochondrien- und Mikrosomen- 
fraktion gewonnen, so benétigt man 60 Min. von Anfertigung des Homo- 
genates bis zur EnteiweiBung der Uberstandsfraktion. In dieser Zeit 
gehen etwa 25% des Homogenat-ATP verloren. Dies erschwert die 
Beurteilung des ATP-Gehaltes in der Uberstandsfraktion. Um die GréBe 
der ATP-Spaltung in der Uberstandsfraktion wahrend der Fraktionie- 
rung abzuschatzen, wurde die Zeit vom Homogenisieren bis zur Ge- 
winnung der Uberstandsfraktion verkiirzt. Zu diesem Zweck wurden 
alle Partikeln aus dem frischen Homogenat durch eine gemeinsame 
Zentrifugation (20 Min. bei 40000 x g) abgetrennt. Der Uberstand 
konnte so schon 30 Min. nach Praparation der Lebern enteiweiBt werden. 
Bei diesem Vorgehen findet man bei normalen Tieren 56% des Homo- 
genat-ATP in der Uberstandsfraktion gegeniiber 45°, bei der langeren 
Fraktionierung. Die ATP-Spaltungsaktivitat der Uberstandsfraktion ist 
sehr gering, die der Mikrosomenfraktion sehr hoch (s. Abschnitt tiber 
ATP-Spaltungsaktivitat). Daher ist der Schlu8 berechtigt, daB das ATP 
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der Uberstandsfraktion hauptsachlich durch langeren Kontakt mit 
Mikrosomenmaterial verloren geht. In 30 Min. sind danach 11% des 
Homogenat-ATP aus der Uberstandsfraktion gespalten worden. Rechnet 
man mit diesem Wert auf Zeit 0 zuriick, so miiBte man erwarten, daB 
wenigstens 67°, des Homogenat-ATP in der Uberstandsfraktion lokali- 
siert sind. Um die Richtigkeit dieser Uberlegung zu priifen, hemmten 
wir die ATP-Spaltung durch Zusatz von 0,02 m KF zum Homogenisie- 
rungsmedium (0,25 m Rohrzucker) und zentrifugierten in gleicher Weise 
simtliche Partikeln in 20 Min. bei 40000 x g ab. Im Uberstand fanden 
wir jetzt 71% des Homogenat-ATP lokalisiert. Dieser Wert stimmt gut 
mit dem vorher fiir die Zeit 0 berechneten Wert iiberein. Der partikel- 
freie Uberstand enthalt also mindestens 71°% des Homogenat-ATP. 

Das Sediment, das bei gemeinsamer Abtrennung aller Partikeln 
erhalten wird (S,, S,), enthalt wesentlich weniger ATP als bei getrennter 
Gewinnung der Partikeln (s. Tab. 7, Ky + Mi 2). In erster Linie kommt 
es wohl wegen der hohen ATP-Spaltungsaktivitat der Kerne zu einem 
Verlust des gesamten Kern-ATP, da das Kernmaterial jetzt erst nach 
30 Min., statt nach 5 Min. bei isolierter Gewinnung der Kernfraktion 
(s. a. Abschnitt Kern-ATP), enteiweiBt wird. KF-Zusatz verhindert die 
ATP-Spaltung im Kern offenbar nicht. 


Tab. 7. ATP- und Stickstoffgehalt der Uberstandsfraktion von Lebern normaler 
und geschadigter Tiere in Prozent der Homogenatwerte. 
U, = Uberstand nach getrennter Abzentrifugierung von Kernen, Mitochondrien 
und Mikrosomen. 
U, = Uberstand nach gemeinsamem Abzentrifugieren aller Partikeln (20 Min. bei 
40000 x g) aus dem Homogenat. S, = Sediment dieser Fraktion. 
U, = gewonnen wie U,, jedoch aus einem Homogenat, das statt mit 0,25m Rohr- 
zucker mit 0,25m Rohzucker + 0,02m KF angefertigt wurde. 8, = Sediment dieser 























Fraktion. 
Mittelwerte --s. Zahl der Versuche in Klammern. 
‘ ATP : Stickstoff 
Fraktion , : 

normal <P> geschadigt normal geschadigt 
ar 45-+6,9 (4) <0,01 24+-7,1 (4)} 36+2,5 (6) | 33-43,4 (6) 
Ky +M, > a Be 52 — — 
(s. Tab.3 u.6) 
_ Serre 56-46,8 (6) <0,01 42+8,2 (7)| 36-41,3 (6) | 39-41,9 (5) 
Res fact See 19-+4,2 (6) =0,02 30+8,9 (7)| 69-46,8 (6) | 66-44,3 (5) 
0, «+. .)/ tee <0,05 | 44+14,8 (3); 32+0,1 (3) | 39-41,6 (3) 
eee ae 16+2,6 (3) <0,05 39+11,3 (3)| 73 (2) | 72 (2) 


Bei geschadigten Tieren ist der prozentuale Anteil des ATP in der 
Uberstandsfraktion nach getrenntem Abzentrifugieren von Kernen, 
Mitochondrien und Mikrosomen niedriger als normal. Diese Erniedrigung 
entspricht sehr gut dem héheren ATP-Gehalt in den Mitochondrien 
geschadigter Tiere. 
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Trennt man alle Partikeln gemeinsam ab, so steigt die ATP-Menge 
in der Uberstandsfraktion wie bei den normalen Tieren an. Sie ist aber 
auch unter diesen Bedingungen signifikant kleiner als normal. In 
gemeinsamen Sediment findet man dagegen deutlich mehr ATP ais 
normal. Auch dieser Wert ist wie bei normalen Tieren um die ATP- 
Menge, die im Kern lokalisiert ist, vermindert. Bei Aufarbeitung mit 
KF-Zusatz steigt der ATP-Gehalt der Uberstandsfraktion nochmals um 
einen geringen Betrag an. Nach diesen Ergebnissen sind in der Uber- 
standsfraktion von geschadigten Tieren nur 44° des Homogenat-ATP 
lokalisiert statt 71% bei normalen Tieren. 

Zur Sicherung des enzymatischen ATP-Testes und fiir die Beurtei- 
lung der Relation AMP/ADP/ATP in der Uberstandsfraktion fertigten 
wir auch Nucleotidchromatogramme der Uberstandsfraktion von nor- 
malen und geschadigten Tieren an. Der Uberstand wurde aus Rohr- 
zuckerhomogenaten mit KF-Zusatz gewonnen (entsprechend U, der 
Tab. 7), um die ATP-Spaltung in dieser Fraktion auf ein Mindestma} 
zu reduzieren. Das Resultat dieser Versuche ist in Tab. 8 dargestellt. 


Tab. 8. Konzentrationen von AMP, ADP und ATP im partikelfreien Uberstand 
mit KF-Zusatz (U,) von Lebern normaler und geschadigter Tiere in nMol/mg 
Fraktions-N. Mittelwerte --s. Zahl der Versuche in Klammern. 





































Bestimmung normal geschadigt 
. AMP 34 (1) 36 (1) 
chromatogr. ADP 56 (1) 51 (1) 
ATP 124 (1) 51 (1) 
a 214 138 
enzymat. ATP 199-+-18,7 (3) 99-+36,0 (3) 
















Der chromatographisch bestimmte ATP-Gehalt in der Uberstands- 
fraktion geschadigter Tiere ist um ungefaihr den gleichen Prozentsatz 
vermindert wie bei den enzymatischen ATP-Bestimmungen. Die Summe 
AMP+ADP-+ATP ist gleichfalls niedriger. Die Erniedrigung ist allein 
Folge der ATP-Verminderung, da in den ADP- und AMP-Konzentra- 
tionen keine Unterschiede zum normalen UWberstand bestehen. Der 
Quotient ATP/ADP ist im normalen Uberstand 2,2, im geschadigten 1,0. 


ATP-Spaltungsaktivitat der Leberzellfraktionen bei 5° 


Um Hinweise zu gewinnen, welche Zellfraktionen fiir die Zerstérung 
des ATP im Homogenat wahrend der Fraktionierung verantwortlich 
sind, haben wir die ATP-Spaltungsaktivitat der isolierten Fraktionen 
bei 5° unter Reaktionsbedingungen untersucht, die denen der Frak- 
tionierung entsprachen. Die Temperatur von 5°, die iiber der bei der 
Fraktionierung eingehaltenen Temperatur liegt, wahlten wir, um sicher 
meBbare Spaltungsraten zu erzielen. Die so erhaltenen Resultate sagen 
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nichts tiber die ATPasen-Aktivitat aus, sondern lassen nur Riickschliisse 
iiber die Orte der ATP-Zerstérung wahrend der Fraktionierung zu. 
Tab. 9 zeigt, daB die ATP-Verluste wahrend des Fraktionierens im 
wesentlichen auf eine ATP-Spaltung in der Kern- (Ky) und Mikrosomen- 
fraktion (MS) zu beziehen sind. Das Kernmaterial wird rasch aus dem 
Homogenat entfernt. Dadurch sind ATP-Verluste durch die Spaltungs- 
aktivitat der Kerne relativ gering. Das in den Mitochondrien enthaltene 
ATP bleibt infolge der hier fehlenden ATP-Spaltungsaktivitat erhalten. 
Tab. 9. ATP-Spaltungsaktivitét in den Leberzellfraktionen normaler und ge- 
schadigter Tiere in ug freigesetztem PO}°/mg Fraktions-N und 15 Min. bei 5°. 


Testansatz: 0,9m/ Fraktion + 0,1 m/ auf pH 7,0 neutralisierte ATP-Lésung 
(37,4 mg Na, ATP - 4 H,O/ml). Mittelwerte +s. Zahl der Versuche in Klammern. 











Fraktion normal geschadigt 
Homogenat ..... 8,3+6,36 (16) 7,3+3,62 (20) 
yy, =! ses ee: ee 16,6+8,27 (11) 15,6-+6,36 (13) 
rere 0 0 
M, 2 Pi eater mes etsoge Hats 4,2-++0,38 (3) 4,2+1,45 (4) 
1 a eee 9,6-+-3,65 (5) 10,9-+7,82 (7) 
Dy. Hen. be woarlacd 2,1-40,44 (4) 3,5+2,17 (7) 





Die gro&ten ATP-Verluste findet man in der Uberstandsfraktion, 
hervorgerufen durch Kontakt des Uberstandes mit Mikrosomenmaterial, 
das hohe ATP-Spaltungsaktivitat zeigt. Die Aktivitat der Uberstands- 
fraktion ist sehr gering. Es mu8 also das ATP des Uberstandes durch 
die Spaltungsaktivitat der Mikrosomen verloren gehen. Zwischen nor- 
malen und geschadigten Tieren bestehen keine signifikanten Unter- 
schiede der ATP-Spaltungsaktivitat in den Leberzellfraktionen. Die 
Summe des von den isolierten Fraktionen freigesetzten anorganischen 
Phosphats ist gleich der PO3°-Menge, die vom Homogenat freigesetzt 
wird. 

Diskussion 

Um die in den isolierten Zellfraktionen erhobenen Befunde zur 
Lokalisation von ATP in den intrazellularen Reaktionsriumen der 
Leberzelle in vivo verwenden zu kénnen, muB man abschatzen, ob und 
in welchem Umfang das ATP bei Anfertigung des 10proz. Homogenats 
aus den Partikelfraktionen in die Uberstandsfraktion wandert. Die 
Abnahme. des ATP-Gehaltes pro mg Fraktions-N bei Waschung in 
Partikelfraktionen ohne eigene ATP-Spaltung ist als ein MaB fir Aus- 
waschbarkeit des ATP anzusehen (s. Abb. 2). 

Kerne: Beinormalen Tieren ist der ATP-Gehalt pro mg Fraktions-N 
der gewaschenen Fraktion nur halb so groB wie in der ungewaschenen. 
Die Abnahme kann im wesentlichen auf eine ATP-Spaltung und weniger 
auf Auswaschbarkeit im Kern wahrend des Waschvorganges zuriick- 
gefiihrt werden, weil die Summe von ATP in gewaschenen Kernen und 
Waschwasser kleiner ist als der ATP-Gehalt der ungewaschenen Fraktion. 
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Dafir spricht, daB die ATP-Spaltungsaktivitat des Kernwaschwassers 
klein, die der Kernfraktion jedoch groB ist. Fiir geschadigte Tiere gelten 
die gleichen Uberlegungen. 
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Abb. 2. Gehalt an ATP in ug/mg Fraktions-N aus Leberhomogenat und den daraus 

isolierten Zellfraktionen von normalen (offene Saulen) und CCl,-geschadigten Tieren 

(schraffierte Saéulen). Der partikelfreie Uberstand wurde nach den fiir U, in der 

Legende zu Tab. 7 beschriebenen Angaben hergestellt. Die Werte sind aus den 

Zahlenangaben der Tab. 3, 4, 6 und 7 errechnet. Mittelwerte +s, . Zahl der Versuche 
in Klammern. 


Mitochondrien: Der ATP-Gehalt pro mg Fraktions-N ist in der 
gewaschenen Mitochondrienfraktion normaler Tiere 38°% kleiner als in 
der ungewaschenen, der ATP-Gehalt des Waschwassers ist um etwa den 
gleichen Betrag angestiegen. Man kann daraus ableiten, daB 38% des 
Mitochondrien-ATP beim Waschvorgang herausgewaschen wurden. 

Bei geschaidigten Tieren kommt es wahrend des Waschens nur zu 
einer Abnahme des ATP-Gehalts pro mg N von knapp 10%. Das Wasch- 
wasser zeigt einen wesentlich geringeren ATP-Gehalt pro mg N als die 
gewaschenen und ungewaschenen Mitochondrien. Dies zeigt, daB aus 
den geschadigten Mitochondrien wesentlich weniger ATP herausge- 
waschen wird als normal. Unterstellt man, da der ATP-Verlust aus 
den Mitochondrien bei Anfertigung des Homogenats genau so groB ist wie 
beim Waschen der isolierten Fraktion, so erhéht sich der ATP-Gehalt 
der Gesamtmitochondrienfraktion (s. auch Tab. 6) normaler Tiere um 
40%, der geschadigter um 10%. Da in der Gesamtmitochondrienfrak- 
tion nur 75% der Mitochondrienmasse enthalten sind (s. Anmerkung S. 155 
und Tab. 6), miissen die gesamten Mitochondrien nach den enzymatischen 
Testen normal 33% und geschadigt 52°, des Zell-ATP enthalten. 

Benutzt man die chromatographisch bestimmten Homogenat-Werte 
zur Abschatzung des mitochondrialen ATP (s. Tab. 2), so kann man in 
normalen Mitochondrien etwa 45%, in geschadigten etwa 78% des Zell- 
ATP lokalisieren. Man kommt zu diesen héheren Werten, weil infolge der 
Unspezifitat der enzymatischen ATP-Bestimmung die ATP-Werte im 
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Homogenat 35—50%, hoher als die chromatographisch bestimmten 
liegen. Die Ursache hierfiir ist in einem Mitreagieren anderer Nucleo- 
sidtriphosphate als ATP zu sehen. Diese Nucleosidtriphosphate sind im 
Homogenat enthalten, in den Mitochondrien fehlen sie. 

Diese geschatzten Werte sind sicher die unteren Grenzwerte, da 
nach zur Zeit laufenden Versuchen bei der Homogenatanfertigung 
wesentlich mehr ATP aus normalen Mitochondrien herausflieBen kann 
als hier angenommen ist. 

Mikrosomen: In der isolierten Mikrosomenfraktion findet man 
etwa 1% des Homogenat-ATP. Zur Deutung dieses Befundes bestehen 
drei Méglichkeiten. 


1. Die Mikrosomen sind nahezu ATP-frei. 

Die Vorstellung, daB8 in den Mikrosomen kein ATP vorhanden ist, 
ist schwierig, weil im mikrosomalen Raum der Zelle eine Reihe ATP- 
abhangiger Reaktionen ablauft. 


2. Das Mikrosomen-ATP ist in der Zeit von Anfertigung des Homo- 
genates bis zur Bestimmung des ATP-Gehaltes durch die Spaltungs- 
aktivitaét der Mikrosomen fast vollstandig gespalten. 

Man findet 70% des Homogenat-ATP im Uberstand, wenn zur 
Homogenat-Anfertigung KF zugesetzt wird. Die restlichen 30% des 
Homogenat-ATP sind in der Kern- und Gesamtmitochondrienfraktion 
enthalten, wenn sie rasch aus dem Homogenat abgetrennt werden. 
Daraus folgt, daB in der Mikrosomenfraktion auch sofort nach der 
Homogenatanfertigung keine nennenswerten ATP-Mengen vorliegen 
kénnen. Die Zeit fiir die Anfertigung des Homogenats betragt etwa 
2 Min. Es ist schwer denkbar, daB in dieser kurzen Zeit das gesamte 
Mikrosomen-ATP durch die Spaltungsaktivitaét der Mikrosomenfraktion, 
die nicht gréBer ist als die der Kernfraktion, zerstért ist. Wiirde man 
eine rasche ATP-Spaltung in den Mikrosomen annehmen, miBte in 
dieser Fraktion auch eine gréBere Menge AMP und ADP vorhanden sein. 
Dies ist nach zur Zeit laufenden Versuchen nicht anzunehmen. 


3. Im mikrosomalen und cytoplasmatischen Raum der intakten 
Zelle liegen gleiche ATP-Konzentrationen vor, und ATP verteilt sich 
durch Diffusion gleichmaBig iiber beide Zellraume. 

Unter diesen Bedingungen mu8 bei Anfertigung eines 7—10proz. 
Homogenats das mikrosomale ATP in die Uberstandsfraktion hinein- 
gewaschen werden. Im Mikrosomensediment wird man nur einen geringen 
Rest, dem Verhialtnis des Sedimentvolumens zum Uberstandsvolumen 
und der Verunreinigung des Sediments mit einigen Mitochondrien ent- 
sprechend, vorfinden. Mit dieser Annahme sind unsere Befunde verein- 
bar. Wenn sie richtig ist, muB die ATP-Menge, die man in der Uberstands- 
fraktion vorfindet, sich auf mikrosomalen und cytoplasmatischen Raum 
der Zelle entsprechend dem Volumenanteil beider Raume verteilen. 
Das gleiche gilt auch fiir geschadigte Tiere. 
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Uberstand: In der Uberstandsfraktion normaler Tiere findet man 
enzymatisch maximal 71% des Homogenat-ATP. Dieser Wert ist als 
Summe des ATP aus dem mikrosomalen und cytoplasmatischen Raum 
der Zelle sicher zu hoch. Ein Teil des mitochondrialen ATP ist bei der 
Aufarbeitung in die Uberstandsfraktion hineingeflossen. Um diesen 
Betrag ist der ATP-Wert der Uberstandsfraktion zu vermindern. Er 
verringert sich weiter, wenn man die chromatographisch bestimmtei 
ATP-Werte zu Grunde legt. Im mikrosomalen und cytoplasmatischen 
Raum der intakten Zelle sind danach weniger als 42°, bei normalen 
und etwa 17% bei geschadigten Tieren vorhanden. 

Tab. 10 zeigt zusammenfassend die Verteilung von ATP auf dic 
Reaktionsraume der Zelle in vivo, wie sie sich aus den obigen Uberlegun- 
gen ergibt. 

Tab. 10. Verteilung des zelluliren Leber-ATP auf die verschiedenen intrazellularen 
Reaktionsriume bei normalen und geschadigten Tieren in Prozent des Gesamt-ATP. 
Die Zahlenangaben sind Grenzwerte und stellen eine Ubertragung der in den iso- 


lierten Zellfraktionen enzymatisch und chromatographisch erhobenen Befunde auf 
die Verhaltnisse in vivo dar. 


a 














Fraktion normal geschadigt 
Oe ee a ae ~ 9 ~ 7 
Mitochondrien ....... >45* ~78 
Evgastoplasma + Cytoplasma <42* ~17 

* Diese Werte kénnen wesentlich gréBer bzw. kleiner sein, da der Grad der Auswaschbar- 


keit nicht genau bekannt ist. 


Im Rohrzuckerhomogenat findet man etwa 20—30% weniger ATP 
als in der intakten perfundierten Leber (stationare Werte). Mehr als die 
Halfte dieser ATP-Abnahme wird durch Zunahme im AMP- und ADP- 
Gehalt abgedeckt. Wir fiihren diese ATP-Verluste, die in der relativ 
kurzen Zeit der Anfertigung des Homogenates auftreten, auf lokale 
Erwarmungen wahrend des Homogenisierens zuriick, wodurch die 
ATP-Spaltungsaktivitat ortlich gréBer werden kann als bei 0°. 

Unterschiede in der zelluléren ATP-Verteilung der Leber zwischen 
normalen und geschadigten Tieren finden sich in der Mitochondrien- 
fraktion und im partikelfreien Uberstand. Isolierte geschadigte Mito- 
chondrien enthalten doppelt so viel ATP (sowie auch ADP und anorga- 
nisches Phosphat) wie normal. Der ATP-Gehalt des Uberstandes ist 
um den Betrag vermindert, der in den Mitochondrien mehr gefunden 
wird. Die Befunde lassen die Méglichkeit offen, da Mitochondrien 
normaler Tiere in vivo ebensoviel ATP enthalten wie die geschadigter 
Tiere. Es kénnte namlich bei normalen Tieren wesentlich mehr ATP 
bei der Aufarbeitung herausgeflossen sein, als wir nach unseren Wasch- 
versuchen in Rechnung gestellt haben. Sicher ist jedoch, daB geschadigte 
Mitochondrien ATP sehr viel schwerer abgeben k6énnen als normale. 
Hierfiir gibt es folgende Deutungsméglichkeit: Die Struktur der Mito- 
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chondrien ist durch die Schédigung so verandert, daB ATP entweder 
durch Bindung im Innern der Mitochondrien oder aber durch Hemmung 
des ATP-Transports durch die Mitochondrienmembran fiir die anderen 
Zellraume nicht in normalem Umfang verfiigbar ist. Der Befund, daB 
neben ATP auch ADP und anorganisches Phosphat akkumuliert sind, 
spricht mehr fiir eine intramitochondriale Bindung als fiir eine Transport- 
strung des ATP. Evtl. ist die Erhéhung des mitochondrialen ATP und 
ADP Ursache der von verschiedenen Autoren!® beschriebenen Akkumu- 
lation von Calcium in geschadigten Mitochondrien. 


Zusammenfassung 
Es wurde die Verteilung von ATP, ADP und AMP auf die Leber- 
zellfraktionen normaler und CCl,-geschadigter Mause mit enzymatischer 
und chromatographischer Methodik untersucht. 

1. Die Konzentration von ATP und der Quotient ATP/ADP sind 
in der Leber geschadigter Tiere normal. 

2. Die intrazellulare Verteilung des ATP ist verandert. Die Mito- 
chondrien geschadigter Tiere enthalten doppelt so viel ATP wie 
normal. Der Gehalt der Uberstandsfraktion ist um diesen Betrag 
vermindert. 

3. Bei der Anfertigung des Homogenats flieBt aus normalen Mito- 
chondrien ein groBer Teil des ATP, bei geschadigten ein geringerer 
in die Uberstandsfraktion. 

4. Aus den an isolierten Zellfraktionen gewonnenen Befunden wird 
auf die Verhaltnisse in vivo geschlossen. 


Summary 
The distribution of ATP, ADP and AMP in the liver cell fractions of 
normal and CCl,-damaged mice has been investigated enzymically and 
by chromatography. 

1. The concentration of ATP and the ATP/ADP quotient are 
normal in the livers of damaged animals. 

2. The intracellular distribution of ATP is changed. The mito- 
chondria of damaged animals contain twice the normal amount 
of ATP. The content of the soluble fraction is correspondingly 
decreased. 

3. In the preparation of the homogenate, a large amount of the 
ATP passes from normal mitochondria into the supernatant 
fraction; this occurs to a lesser extent with damaged animals. 

4. These findings with cell fractions are used to interpret the 
relationships in vivo. 

Professor Dr. Horst Frunder, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 

versitat, Jena, Holzmarkt. 


10 R. F. Thiers u. E.S. Reynolds, Federation Proc. 17, 537 [1958]; 
R. F. Thiers, E.S. Reynolds u. B. L. Vallee, J. biol. Chemistry 235, 2130 
[1960]. 
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Untersuchungen iiber die Beeinflussung 
der Aminopeptidasen des Serums Gesunder und 
Geschwulstkranker durch D-Leucin und 
D-Leucyl-glycyl-glycin 


Von 
Reinhard J. Haschen* 
Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitit Halle/Saale (Direktor: Prof. Dr. med. W. Grunke) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1961) 


In friiheren Arbeiten wurde iiber klinische Ergebnisse eines Tests 
berichtet, dem die Bestimmung der Hydrolyse von DL-Leucyl-glycyl- 
glycin (DL-Leu-Gly-Gly)** durch Serum bei pH 7,2 mit und ohne 
Zusatz von D-Leucin zugrunde liegt. Die Untersuchungen eines 
groBeren Materials ergaben einen positiven Ausfall des Tests (Be- 
schleunigung der Hydrolyse durch Zusatz von D-Leucin) in rund 
90°% der Tumorfélle, aber auch bei akuten Infekten, bei abklingender 
und chronischer Hepatitis und bei pernizidser Andmie!. Bei anderen 
Erkrankungen und bei Gesunden fand sich eine Hemmung durch 
D-Leucin. Der vorher positive Test normalisierte sich nach erfolgreicher 
Therapie, insbesondere nach Radikaloperation maligner Tumoren?. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Grundlagen dieses 
Tests. Es war zunachst die Beeinflussung der Spaltung von L-Leu-Gly- 
Gly durch die beiden D-Verbindungen (D-Leu-Gly-Gly und D-Leucin) 
zu kléren. Sodann war der Tatsache Rechnung zu tragen, daB L-Leu- 
Gly-Gly sowohl durch die Aminotripeptidase als auch durch Leucin- 
aminopeptidase hydrolysiert werden kann*. Wie gezeigt werden wird, 
hangt der Ausfall des Tests von dem Verhiltnis dieser beiden Exo- 
peptidasen ab. 

Methodik 


Es wurde grundsatzlich frisches, hamolysefreies Serum verwandt. Um die 
notwendige Kontrolle zu gewahrleisten, wurde im allgemeinen neben dem Serum 
eines Carcinompatienten Normalserum in gleicher Weise untersucht. Die Carcinom- 
Seren wurden in jedem Falle mit dem eingangs erwahnten Test gepriift und 
wiesen auf Zusatz von D-Leucin eine Steigerung der Hydrolysegeschwindigkeit 
um durchschnittlich 50% auf. 





* Technische Assistenz: Magdalena Nitschke. 

** Vereinfachte Ausdrucksweise statt: Hydrolyse von u-Leu-Gly-Gly in 
Gegenwart einer aquimolaren Menge D-Leu-Gly-Gly. ' 

1 R. J. Haschen, Klin. Wschr. 89, 431 [1961). 

2 R. J. Haschen u. E. Blume, Klin. Wschr. 39, 466 [1961]. 

3’ KE. L. Smith in J. B. Sumner u. K. Myrback, The Enzymes Bi. I, 
S. 793ff., Academic Press, New York 1951. 
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Die Peptidasen-Aktivitaéten wurden mittels der anderenorts!:4 beschriebenen, 
gering modifizierten Methoden bestimmt. Als Substrate wurden neben L-Leu-Gly- 
Gly Triglycin und L-Leucinamid zur spezifischen Erfassung der Aminotripeptidase 
und der Leucinaminopeptidase eingesetzt. Diese sowie D-Leu-Gly-Gly* und p- 
Leucin* lagen in den Ansatzen jeweils in Konzentrationen von 0,005 Mol/l vor. 
Puffer: 0,025 bzw. 0,05m Veronal-Na/HCl. Zur Bestimmung der Hydrolyse 
wurden aliquote Proben aus den Ansatzen papierchromatographisch aufgetrennt 
und anschlieBend das Substrat (Leu-Gly-Gly, Leucinamid) oder ein geeignetes 
Spaltprodukt (Leucin, Glycin) als Ninhydrinfarbstoff-Kupfer-Komplex eluiert und 
kolorimetriert. Zur Eichung dienten Nullwerte aus den gleichen Ansatzen oder 
Standards von geeigneter Zusammensetzung. 

Die Triglycin-Spaltung wurde zunachst mittels einer Modifikation® des 
Verfahrens von London, Fine und Hudson® bestimmt. Aus methodischen 
Griinden muBte dabei eine héhere Substratkonzentration gewahlt werden (0,025 
Mol/l). Spater wurde auch dieses Substrat mit der papierchromatographisch- 
quantitativen Methode bestimmt. Es wurde das enzymatisch freigesetzte Glycin 
gemessen, das sich mit 80proz. n-Propanol, 40 Stdn. aufsteigend chromatographiert, 
gut abtrennen lieB. Ry-Werte: Leucin 1,00, Leu-Gly-Gly 0,71, Glycin 0,28, Diglycin 
0,18, Triglycin 0,13. Als Eichwerte wurden Nullwerte und Standards verwandt, 
die Triglycin, Diglycin und Glycin entsprechend einer Hydrolyse von 50 und 
100%, sowie die iibrigen Komponenten des Inkubats enthielten. Zur Vermeidung 
einer Spaltung wahrend der Auftragung der Proben, die sofort nach Zugabe des 
Serums erfolgte, wurde in Eiswasser gekiihlt. 0,005m Diglycin wurde unter 
gleichen Bedingungen (25 Vol.-% Serum, Veronalpuffer pH 7,2, kein Zusatz von 
Metallionen) in 1 Stde. zu 6,8°, hydrolysiert. Die Bestimmung der Aminotri- 
peptidase nach dieser Methode ist also infolge der Sekundarspaltung des Diglycins 
mit einem geringen Fehler belastet, der vernachlassigt wurde. 

Die Aminosdéuren und Peptide wurden hinsichtlich N-Gehalts, spezifischer 
Drehung und papierchromatographischer Reinheit gepriift (s. 1. ¢.’). 


Ergebnisse 


Beeinflussung der Hydrolyse von L-Leu-Gly-Gly 

durch D-Leu-Gly-Gly, D-Leucin und andere Aminosauren 

L-Leu-Gly-Gly wird durch normales menschliches Serum bei 
pH 7,6 optimal hydrolysiert (s. auch |. ¢.°). Durch Zusatz von D-Leu- 
Gly-Gly in gleicher Konzentration wird seine Spaltung nur geringfiigig 
gehemmt. Bei Einsatz von Carcinom-Serum ist das pH-Optimum mehr 
oder weniger stark in Richtung des Neutralpunktes verschoben, und 
durch D-Leu-Gly-Gly wird die Hydrolyse von L-Leu-Gly-Gly bei 
pH 7,2 deutlich gehemmt (Abb. la). Dieser Effekt wird durch Zusatz 
von D-Leucin aufgehoben. Die mit Carcinom-Serum erhaltene Kurve 
zeigt jetzt wieder ein Optimum bei pH 7,2 (Abb. 1b). Die Aktivitat 
des Normalserums wird dagegen durch D-Leucin deutlich gehemmt. 

Kine Hydrolyse von D-Leu-Gly-Gly durch Carcinom-Serum ist 
nicht anzunehmen. Sie war unter den gleichen Bedingungen, unter 


* Fir die Uberlassung von Versuchsmengen dieser Verbindungen sowie von 
p-Alanin und t-Leucin danken wir der Fa. Hoffmann-LaRoche, Grenzach (Baden). 

4 R.J. Haschen, Clin. chim. Acta 6, 322 [1961]. 

5 R. J. Haschen, Clin. chim. Acta 6, 316 [1961]. 

6 M. London, A. Fine u. P. B. Hudson, Arch. Biochem. Biophysics 
64, 412 [1956]. 

7 R. J. Haschen, Habilitat., Halle 1959. 
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denen die obigen Versuche durchgefiihrt wurden, auch bei langerer 


Bebriitungsdauer (3 Stdn.) und héherer Konzentration des D-Leu-Gly- 
Gly (0,05 Mol/l) nicht nachweisbar. Die Hydrolyse von DL-Leu-Gly-Gly 
sistierte unter den verschiedenen Versuchsbedingungen immer nach 
Aufspaltung der Halfte des Racemats. Diese Befunde stehen im Einklang 
mit alteren Untersuchungen’, durch welche die Behauptung widerlegt 
wurde, daB Carcinom-Serum fahig sei, D-Peptide zu hydrolysieren’®. 
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Abb. 1. Beeinflussung der Hydrolyse von t-Leucyl-glycyl-glycin durch p-Leucyl- 
glycyl-glycin und p-Leucin in Abhangigkeit vom pH. 
Substrat und p-Verbindungen je 0,005 Mol//; 30 Vol.-°,, Serum, 50 Min. Inkubation. 
a) t-Leu-Gly-Gly ohne (9°) und mit (*) p-Leu-Gly-Gly. Ausgezogene Kurven: 
Normalserum; gestrichelte Kurven: Carcinom-Serum. 


b) 0,01m put-Leu-Gly-Gly ohne (°c) und mit (¢) p-Leucin; Bezeichnungen 
entsprechend a. Fiir die in a) und b) wiedergegebenen Versuche wurden verschiedene 
Seren verwandt. 


Abb. 2 zeigt die Abhangigkeit der Hydrolyse des DL-Leu-Gly-Gly 
von der Konzentration an D-Leucin. Die Untersuchungen wurden bei 
zwei verschiedenen Substratkonzentrationen durchgefiihrt. Bei Einsatz 
von Carcinom-Serum liegen die Optima dort, wo die Konzentrationen 
des D-Leucins mit denjenigen des L- und D-Leu-Gly-Gly tibereinstimmen 
(0,025 und 0,005 Mol/l). Die Aktivitat des Normalserums wird dagegen 
durch steigende D-Leucin-Konzentrationen zunehmend gehemmt. 

Tab. 1 gibt einen Versuch mit Carcinom-Serum wieder, in dem 
neben D-Leucin auch der Effekt der Aminosaiuren D-Alanin und 
Glycin gepriift wurde. Es zeigt sich, daB auch D-Alanin den Hemm- 
effekt des D-Leu-Gly-Gly teilweise zu neutralisieren vermag, doch ist es 
etwas weniger wirksam. Glycin ist dagegen praktisch unwirksam. 


8 H. Bayerle u. F.H. Podloncky, diese Z. 264, 189 [1940]; J. Berger, 
M. J. Johnson u. C. A. Baumann, J. biol. Chemistry 187, 389 [1941]; R. Abder- 
halden, Fermentforschung 16, 486 [1942]. 
® E. Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, diese Z. 262, IV [1939]. 
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Abb. 2. Konzentrationsabhangigkeit des p-Leucin-Effekts. 


pH 7,2. Gestrichelte Kurven Carcinom-Serum, ausgezogene Kurven Normal- 

serum mit 0,01m (°c) und 0,05m (¢) pi-Leu-Gly-Gly. p-Leucin wie angegeben. 

50 Vol.-°% Serum. Bebriitungsdauer bei 0,01m pi-Leu-Gly-Gly 30 Min., bei 0,05m 

pL-Leu-Gly-Gly 120 Min. Die 4 Kurven wurden mit 4 verschiedenen Seren ge- 
wonnen. 


Tab. 1. Hydrolyse von t-Leu-Gly-Gly durch Carcinom-Serum bei pH 7,2 in 
Gegenwart von p-Leu-Gly-Gly und verschiedenen Aminosauren. 


Substrat und Effektoren jeweils 0,005m; 30 Vol.-°% Serum, 50 Min. 














pD-Leu-Gly-Gly + 
Effektoren ohne i 
— | v-Leu | v-Ala | Gly 
o, Hydrolyee. .....| 59,3 31,5 | 520 | 47,5 | 33,0 


Setzt man abgestufte Gemische von Normal- und Carcinom-Serum 
in den Standard-Test ein, so andern sich die Enzymaktivitaten im 
allgemeinen stetig. Beim ersten Hinzutreten von Carcinom-Serum be- 
merkt man jedoch einen sprunghaften Anstieg, durch den sich offenbar 
eine andere Enzymqualitét bemerkbar macht (Abb. 3). 


ae . ine ae von 0,01m DL- 

seucyl-glycyl-glycin + 0,005m 

odans hank plants Ge- -_—*‘ 

mische von Normal- und Car- 

cinom-Serum. 

o pL-Leu-Gly-Gly, « pi-Leu-Gly- 
Gly + p-Leucin. 

50 Vol.-% Serum, 20 Min. Inku- 
bation bei pH 7,2. 

Abszisse: ° Carcinom-Serum in 20 40 60 60 100 


0 
Normalserum. 
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Beeinflussung der Aminotripeptidase und der Leucin- 
aminopeptidase durch D-Leu-Gly-Gly und D-Leucin 


Wie eingangs bemerkt wurde, kann L-Leu-Gly-Gly durch zwei 
Aminopeptidasen des Serums hydrolysiert werden. Es war daher zu 
klaren, ob dem unterschiedlichen Verhalten von Normal- und Carcinom- 
Serum Aktivitatsinderungen der Aminotripeptidase und bzw. oder der 
Leucinaminopeptidase zugrunde liegen. Zu diesem Zweck wurden die 
wesentlichen Befunde mit Hilfe der fiir diese Enzyme spezifischen 
Substrate (Triglycin und L-Leucinamid) iiberpriift (Tab. 2). 


Tab. 2. Tripeptidase-, Leucinaminopeptidase- und ,,Leu-Gly-Gly-ase‘‘-Aktivitat 
von Normal- und Carcinom-Serum und ihre Beeinflussung durch p-Leu-Gly-Gly 
und p-Leucin. 


Ansitze: Substrate, p-Leucin und p-Leu-Gly-Gly je 0,005m, 0,0375m 

Veronalpuffer, pH 7,2, 25 Vol.-°, Serum. Bebriitungsdauer fiir Triglycin 90 bzw. 

45 Min., t-Leucinamid 900 Min. und L-Leu-Gly-Gly 60 Min. Jedem Wert liegen 

8, im Falle der t-Leu-Gly-Gly-Spaltung 16 (Messung von Leu-Gly-Gly und Leucin) 

Bestimmungen aus je 2 Ansaétzen zugrunde. Die Aktivitaéten wurden durch die 

Geschwindigkeitskonstanten 1. Ordnung (k,; dekadischer Logarithmus, Zeit in 
Min.) ausgedriickt. 





Effektoren 


. . p-Leu-Gly-Gly 
Substrate — p-Leucin p-Leu-Gly-Gly sep ieee 
: . u. D-Leucin 


0 0 c 
10°-k, | 105-k, | Hem- | 105-k, | Hem- | 105-k, | Hem- 
mung mung mung 


) 





Normalserum 


Triglycin 376 351 7 194 49 264 30 
L-Leucinamid 43,9 34,4 22 40,7 7 35,2 20 
L-Leu-Gly-Gly 408 343 16 376 8 302 26 


Carcinom-Serum 























Triglycin 606 518 15 388 36 485 20 
L-Leucinamid 49,0 41,3 16 47,7 3 42° 14 
L-Leu-Gly-Gly 666 599 10 433 35 533 20 


In der Beeinflussung der Aminotripeptidase und der Leucinamino- 
peptidase durch die D-Verbindungen besteht zwischen Normal- und 
Carcinom-Serum kein prinzipieller Unterschied. Der Quotient Amino- 
tripeptidase/Leucinaminopeptidase ist aber im Carcinom-Serum im 
Vergleich zum Normalserum erhoéht. Er betrigt im untersuchten Normal- 
serum 8,6, im Carcinom-Serum 12,4. Dieser Quotient ist offenbar fiir 
die Hydrolyse von L-Leu-Gly-Gly entscheidend. Ein Vergleich der 
Hemmungswerte léBt erkennen, da sie im Normalserum im wesent- 
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lichen mit denjenigen der Leucinaminopeptidase, im Carcinom-Serum 
mit denjenigen der Aminotripeptidase tibereinstimmen. 

Die charakteristische Beeinflussung der Triglycin-Spaltung dureh 
D-Leucin und D-Leu-Gly-Gly wurde mit der in-vitro-Methode® tiberpriift 
und bestatigt. 


pH-Aktivitatskurven 


Die Optima der Aminotripeptidase und der Leucinaminopeptidase 
des Normalserums, gemessen mit den spezifischen Substraten Triglycin 
und L-Leucinamid, liegen bei pH 6,8 bzw. 8,04:°. Aus der intermediaren 
Lage des pH-Optimums der L-Leu-Gly-Gly-Spaltung (pH 7,6) wurde 
geschlossen, daB beide Aminopeptidasen an der Hydrolyse dieses Tri- 
peptids beteiligt sind. Die Messung der pH-Aktivitatskurven mehrerer 
Carcinom-Seren ergab eine mehr oder weniger ausgepragte Verschiebung 
in Richtung des Neutralpunkts (s. Abb. 1a als Beispiel). Diese Befuinde 
stiitzen die obige Feststellung einer relativ starkeren Zunahme der 
Aminotripeptidase im Carcinom-Serum. 


Diskussion 


Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, daB die Aminotripeptidase 
und die Leucinaminopeptidase des Serums durch D-Leucin und D-Leu- 
Gly-Gly in unterschiedlicher Weise beeinfluBt werden. Die Aminotri- 
peptidase wird durch D-Leu-Gly-Gly, die Leucinaminopeptidase durch 
D-Leucin nahezu selektiv gehemmt. Die geringere Inhibition der Tri- 
peptidase in Gegenwart beider D-Verbindungen laBt sich durch die 
Annahme erklaren, daB D-Leu-Gly-Gly und D-Leucin etwa die gleiche 
Affinitét zum Enzym aufweisen, die Bildung des Enzym-Substrat- 
Komplexes jedoch durch D-Leucin in geringerem Mabe als durch 
D-Leu-Gly-Gly behindert wird. Zwischen diesem und der Leucinamino- 
peptidase scheint hingegen nur eine sehr geringe Affinitat zu bestehen. 
Das Ausma®B der Hemmung wird wahrscheinlich durch den pH-Wert 
mitbestimmt, bei dem die Untersuchung durchgefiihrt wurde. Die 
Hydrolyse von L-Leu-Gly-Gly durch Carcinom-Serum wird durch D- 
Leu-Gly-Gly am starksten in der Nahe des Neutralpunktes beeinfluBt. 
Wie gezeigt wurde, ist sie im wesentlichen auf die Aktivitat der Amino- 
tripeptidase zuriickzufiihren, deren pH-Optimum im gleichen Bereich 
gelegen ist. 

Auf Grund der qualitativen Befunde (Hemmung durch D-Verbin- 
dungen, pH-Optimum) ist die Leucinaminopeptidase an der Hydrolyse 
von L-Leu-Gly-Gly durch Normalserum wesentlich beteiligt. Da ihre 
Aktivitat, gemessen an der Hydrolyse von L-Leucinamid, nur 1/, der- 
jenigen der Aminotripeptidase betragt, muB sie entweder eine nicdrigere 
Michaelis-Konstante oder eine hédhere relative Aktivitat gegeniiber 
L-Leu-Gly-Gly aufweisen. Die relativen Aktivitaten gereinigter Leucin- 
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aminopeptidasen!® und Tripeptidasen’!'* gegeniiber L-Leu-Gly-Gly 
weichen nicht erheblich voneinander ab. Dagegen unterscheiden sich 
z.B. die Affinitétskonstanten der Aminopeptidasen menschlicher 
Erythrocyten um mehr als eine GréBenordnung. Fiir die Aminotripepti- 
dase wurde ein Wert von 4—5 - 10-?, fiir die Leucinaminopeptidase ein 
Wert von 2—3- 10-3 (1. c.18) ermittelt. Ein ahnlicher Unterschied bei 
den Aminopeptidasen des Serums wiirde das beschriebene Verhalten 
verstandlich machen. Erst ein Uberschu8 an Aminotripeptidase ver- 
schiebt das Gleichgewicht eindeutig zugunsten dieses Enzyms. 

Diese Anderung des Quotienten Aminotripeptidase/Leucinamino- 
peptidase wird durch den Test angezeigt, von dem diese Untersuchungen 
ausgingen. Er wurde im Anschlu8 an die Mitteilungen von Vescia 
und Mitarbeitern!4:!5 entwickelt. Bei dem von diesen Autoren vor- 
geschlagenen Serumtest?® wird die Beeinflussung der Hydrolyse von L- 
Leu-Gly-Gly durch D-Leucin in Gegenwart von Mn?° in relativ hoher 
Konzentration (0,01m) gepriift. Dadurch werden beide Aminopeptidasen, 
wahrscheinlich in verschiedenem Ausma$, gehemmt. Es spielt demnach 
eine ahnliche Rolle wie das D-Leu-Gly-Gly in der eigenen Modifikation. 
Die Aktivitaétssteigerung durch D-Leucin bei Tumoren méchten wir auf 

jrund obiger Untersuchungen nicht als Aktivierung in dem in der 
Enzymologie tiblichen Sinne bezeichnen. Auch wird mit dem Test in 
beiden Modifikationen nicht eine tumorspezifische Peptidase, sondern 
eine — fiir das Serum Geschwulstkranker allerdings ziemlich charakteri- 
stische — Anderung in der Konstellation der beiden Aminopeptidasen 
nachgewiesen. Zu den Untersuchungen der italienischen Autoren an 
Tumorextrakten! kénnen wir nicht Stellung nehmen. 

Aus unseren Befunden ergibt sich die Konsequenz, daB die Amino- 
tripeptidase-Aktivitat und besonders der Quotient Aminotripeptidase/ 
Leucinaminopeptidase des Serums Geschwulstkranker friiher und regel- 
maBiger erhéht sein miissen als die neuerdings in diesem Zusammen- 
hang untersuchte Leucinaminopeptidase’®. (Allerdings fehlten in unserem 





10 FE. L. Smith u. N. B. Slonim J. biol. Chemistry 176, 835 [1948]; E. L. 
Smith u. D. H. Spackman, ebenda 212, 271 [1955]; E. K. Patterson, ebenda 
234, 2327 [1959]. 

u J.8. Fruton, V. A. Smith u. P. E. Driscoll, J. biol. Chemistry 173, 
457 [1948]; E. Adams, N.C. Davis u. E. L. Smith, ebenda 199, 845 [1952]. 

2 K.K. Tsuboi, Z.J. Penevsky u. P. B. Hudson, Arch. Biochem. 
Biophysics 68, 54 [1957]. 

13 R. J. Haschen, unveroffentlicht. 

4 A. Vescia, A. Albano u. A. Iacono, Nature [London] 170, 804 [1952]; 
diese Z. 298, 216 [1953]; A. Vescia, ebenda, 299, 54 [1955]. 

15 A. Vescia, F. Fanelli u. A. Iacono, Naturwissenschaften 43, 21 [1956]. 

16 J. A. Goldbarg u. A.M. Rutenburg, Cancer 11, 283 [1958]; A. M. 
Rutenburg, J. A. Goldbarg u. E. Pineda, New England J. Med. 259, 469 
[1958]; O. Braun-Falco, K.Salfeld u. F. Braun-Falco, Klin. Wschr. 37, 
231 [1959]; E. P. Pineda, J. A. Goldbarg, B. M. Banke u. A. M. Rutenburg, 
Gastroenterology 38, 198 [1960]; K. H. Géggel, W.Crentzfeldt u. J. Murucas, 
Dtsch. med. Wschr. 85, 1756 [1960]. 
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Material Pankreascarcinome, die mdglicherweise eine Sonderstellung 
einnehmen.) Gezielte Untersuchungen mit den spezifischen Substraten 
sind vorgesehen. 


Zusammenfassung 
1. Die Tripeptidase des Serums wird durch D-Leucyl-glycyl-glycin 
deutlich gehemmt. Durch gleichzeitig anwesendes D-Leucin wird dieser 
Hemmeffekt teilweise aufgehoben. 


2. Die Leucinaminopeptidase des Serums wird durch D-Leucin 
gehemmt und durch D-Leucyl-glycyl-glycin nur unwesentlich beeinfluBt. 


3. Die Hydrolyse von L-Leucyl-glycyl-glycin durch Normalserum 
wird durch die D-Verbindungen im Sinne der Leucinaminopeptidase, 
diejenige durch Carcinom-Serum im Sinne der Tripeptidase beeinfluBt. 


4. Das pH-Optimum der Hydrolyse von L-Leucyl-glycyl-glycin ist 
im Normalserum zwischen den Optima der Tripeptidase und der Leucin- 
aminopeptidase gelegen und im Carcinom-Serum mehr oder weniger 
stark in Richtung des Optimums der Tripeptidase verschoben. 


5. Die Bestimmung beider Aminopeptidasen mittels spezifischer 
Substrate ergab im Carcinom-Serum eine starkere Erhéhung der Tri- 
peptidase und damit eine Erhéhung des Quotienten Tripeptidase/Leucin- 
aminopeptidase. 


6. Dieses Verhalten liegt einem friiher angegebenen enzymatischen 
Test zugrunde, der sich zwar nicht als tumorspezifisch erwies, aber in 
einem hohen Prozentsatz der Malignomfalle positiv ausfiel. 


Summary 
1. The tripeptidase activity of serum is inhibited significantly by 
D-leucyl-glycyl-glycine. The simultaneous presence of D-leucine partly 
abolishes this inhibition. 


2. The leucine amino peptidase of serum is inhibited by D-leucine 
and only affected to a negligible extent by D-leucyl-glycyl-glycine. 


3. The hydrolysis of L-leucyl-glycyl-glycine by normal serum is 
inhibited by the same D-compounds that inhibit leucine amino peptidase. 
Hydrolysis of the same substrate by serum from patients with carcinoma 
is inhibited by the D-compounds that inhibit tripeptidase. 


4. In normal serum, the pH optimum of the hydrolysis of L-leucyl- 
glycyl-glycine lies between that of tripeptidase and leucine amino 
peptidase. In carcinoma serum, it is more or less strongly shifted towards 
the optimum of tripeptidase. 
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5. Determination of each amino peptidase in carcinoma serum 
with the aid of specific substrates gave strongly increased tripeptidase 
activities and hence an increase in the -tripeptidase/leucine amino 
peptidase quotient. 


6. These results are the basis of an earlier reported enzymic test, 
which was not specific for tumours, but was positive for a high percentage 
of malignant cases. 


Dozent Dr.R.J.Haschen, II. Medizinische Klinik und Poliklinik der Universi- 
tat, Halle/Saale, Leninstr. 22 c. 
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Untersuchungen iiber Organ-Dejodasen 
Von 
Peter Georgi und Norbert Hartmann 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Greifswald 
Direktor: Prof. Dr. N. Hartmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. April 1961) 


In einer friiheren Arbeit! konnte gezeigt werden, daB bei einigen 
Tierarten und in verschiedenen Organen aus Dijodtyrosin Jodid ab- 
gespalten wird und zwar unter Einwirkung von Fermenten, den ,,De- 
jodasen“‘. Besonders hohe Jodidwerte wurden nach Einwirkung von 
Schnitten aus Leber, Schilddriise, Niere, Muskel und Hirn gefunden, 
weniger aktiv waren Magenschleimhaut und Bauchspeicheldriise. Frag- 
lich blieb die Wirkung von Milzschnitten. Von Roche und Mitarbeitern? 
wurde wenig spater durch chromatographische Auftrennung der Jod- 
derivate nach Einsatz radioaktiv markierten Mono- und Dijodtyrosins 
sowie Thyroxins (}*1J) ein ahnlicher Befund erhoben: Monojodtyrosin 
wurde von Schilddriise, Leber, Niere und Herz dejodiert, Lunge ergab 
Nullwerte. Aus Dijodtyrosin spalteten Schilddriise, Leber, Darm und 
Niere Jodid ab, wahrend die Aktivitaét von Lunge und Herz fraglich 
war. Aus Thyroxin konnte weder durch Schilddriise, noch durch Leber 
und Niere ein nennenswerter Betrag Jodid gebildet werden, meist er- 
gaben sich Nullwerte. Diese Ergebnisse wurden an Organen von Hammel, 
Kaninchen und Hund erzielt. Da in eigenen Untersuchungen tiber 
Leberdejodase die héchsten Aktivitaten beim Schwein gefunden wurden®, 
sollte die fermentative Dejodierung bei Einsatz von Homogenaten aus 
Skeletmuskel, Lunge und Herzmuskel im Vergleich zu Leber beim 
Schwein verfolgt werden. In der Methodik verfuhren wir, wie friher*® 
angegeben, auch wurden bei der Spaltung von Dijodtyrosin wiederum 
Ansatze mit und ohne Pyruvatzusatz untersucht*. Roche und Mit- 
arbeiter®> wiesen fiir die Schilddriisen-Dehalogenase hohe Hemmbarkeit 
durch Monojodessigsiure nach, daher wurde die Wirkung dieses Sulf- 
hydrylgiftes auch in unseren Versuchen gepriift. 

Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt Tab. 1. 

Wie aus den Daten zu ersehen, liegt die Aktivitat der Dejodasen 
besonders hoch im Homogenat aus Herzmuskel, den wir bisher nicht 


1 N. Hartmann, diese Z. 258, 1 [1950]. 

2 J. Roche, R. Michel, O. Michel u. S. Lissitzky, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 9, 161 [1952]. 

3 N. Hartmann, diese Z. 301, 60 [1955]. 

4 N. Hartmann, diese Z. 308, 157 [1957]. 

5 J. Roche, O. Michel, R. Michel, A. Gorbman u. S. Lissitzky, Bio- 
chim. biophysica Acta [Amsterdam] 12, 570 [1953]. 
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Tab. 1. Aktivitét von Homogenat aus Schweineorganen. 

Die Aktivitaét ist in nMol gebildeten Jodids/mg Protein unter den Versuchs 
bedingungen angegeben. (Mittelwert + Standardabweichung, Zahl der Versuche in 
Klammern.) 

Die Ansiatze enthielten: 20 ml 0,2 m Phosphatpuffer, 5 ml Homogenat (1 TI. 
Organ + 2 Tle. m/1& Phosphatpuffer, pH 8,0), 5 m/ Substratlésung in 0,02n NaOH 
(~35 uMol Substrat), und einige Tropfen Toluol. Bebriitung 18 Stdn. bei 37°. 

Gebildetes Jodid potentiometrisch titriert. 


























rs L-Dijodtyrosin L-Thyroxin Monojodessigsaure 
genat ohne mit ohne ohne mit 
aus Pyruvat Pyruvat Pyruvat Pyruvat Pyruvat 
Skelet- 
muskel. . 6,1-+-4,7 81,0+-33,0 3,9+1,8 150,9-+27,9 | 127,4+8,7 
(12) (13) (10) - (8) (4) 
Lunge. . 2,1+1,2 5,0+3,5 6,4-+45,6 66,6+8,2 62,7+4,4 
(48) (48) 27) (10) (6) 
Herz- “ 
muskel. .| 54,5+27,0 | 110,5-+-40,6 19,6+8,6 119,5+10,2 98,4-+-0,7 
(37) (39) (23) (12) (2) 
Leber . . 5,1+3,5, 28,0+19,0 2,3+1,6 150,0+30,4 | 144,0+.26,2 
(18) (18) (15) (14) (15) 








untersucht hatten. Eine andere recht auffallige Tatsache zeigt sich im 
Homogenat aus Lunge, da hier die Aktivitaét gegeniiber Thyroxin héher 
lag als gegeniiber Dijodtyrosin. Wie aus den verschiedenen relativen 
Aktivitaten hervorgeht, werden Tyrosin- und Thyroninderivate durch 
verschiedene Fermente dejodiert. Das ist u. a. auch aus dem Verhalten 
gegeniiber Pyruvat zu schlieBen. Nach Zusatz von Pyruvat wird die 
Dejodierung von Tyrosinderivaten sehr stark geférdert, wahrend die 
Dejodierung von Thyroxin, ahnlich wie auch bei Monojodessigsaure, 
gehemmt wird®. Auch aus der Literatur k6nnen Hinweise fiir verschiedene 
Dejodasetypen entnommen werden, so beispielsweise aus der Arbeit von 
Roche’, der eine Hemmung von Schilddriisenhalogenase durch Mono- 
jodessigséure fand, aus den Arbeiten von Tata’, dessen Kaninchen- 
plasma-Dejodase durch Fe?°®-Ionen und Flavin-Adenin-Dinucleotid ak- 
tiviert wurde, sowie von Stanbury®, der bei Schafen reduziertes Tri- 
phosphopyridinnucleotid als Coferment von Dejodasen auffand. Wie 
aus den Versuchen mit Schweineorganen hervorgeht, kommen darin 
Dehalogenasen vor, die gegen Monojodessigsiure unempfindlich sind, da 
diese in sehr hohem Umfang abgebaut wird. Die Untersuchung des 





®° N. Hartmann, unveroéffentl. Versuche; Vortr. a. d. Tagung d. Schweiz. 
und Dtsch. Physiol -Chem. Ges., Basel 1957. 

7 J.T. Tata, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 35, 567 [1959]: 
J. R. Tata, Biochem. J. 77, 214 [1960]. 
8 J. B. Stanbury, J. biol. Chemistry 228, 801 [1957]; 288, 106 [1958]. 
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Gesamthomogenates kann nur summarische Ergebnisse liefern. Wieviel 
der Aktivitét auf Partikeldejodasen® oder Plasmadejodasen entfallt, 
miissen eingehende Untersuchungen der einzelnen Organe ergeben, tiber 
die in Kiirze berichtet werden soll. 


Zur Erganzung sind einige Untersuchungsbefunde an mensch- 
lichem Material angefiigt, da die Dejodasewirkung verschiedener Organe 
eines Patienten bisher nicht beschrieben wurde. Die Gewinnung von 
menschlichem Material muBte sich verstandlicherweise auf Leichen- 
organe beschrénken, deren Frische ja nur begrenzt sein konnte. Somit 
unterlag dieses Material erheblichen biologischen Schwankungen schon 
mit Riicksicht auf die postmortal verstrichene Zeit bis zur Aufarbeitung. 
Weiterhin muBte sich der KrankheitsprozeB jeweils entsprechend aus- 
wirken. Um einigermaBen vergleichbare Werte zu erhalten, wurde auf 
Organe zuriickgegriffen, die kurzfristig nach dem Tode aufgearbeitet 
werden konnten. Aus diesem Grunde liegt bisher nur wenig Material 
vor, das in Tab. 2 wiedergegeben ist. Eine statistische Bearbeitung 
kam mit Riicksicht auf die hohe Streuung (durch die Inhomogenitit 
des Materials bedingt) und die kleine Zahl der Versuche nicht in Frage, 
doch sind die in Form der Mittelwerte angegebenen Zahlendaten in- 
sofern interessant, als eine hohe Ahnlichkeit mit den an frischen Schweine- 
organen erhaltenen Daten vorliegt. 


Tab. 2. Aktivitaét von Homogenat aus Leichenorganen. 

Die Aktivitaét ist in nMol gebildeten Jodids/mg Protein unter den Versuchs- 
bedingungen angegeben. (Mittelwert, Zahl der Versuche jeweils n = 9, soweit 
nicht anders angegeben.) 

Ansiitze wie bei Tab. 1. 




















Homogenat a Dijedtyrosin L-Thyroxin 
van ohne Pyruvat mit Pyruvat ohne Pyruvat 
Skeletmuskel . . 12,4 15,9 13,5 
PUNGO <2. 4 5. 1,3 1,8 4,7 
Herzmuskel 10,4 18,6 9,0 
(n = 8) 
beber ss ss) 5,1 18,2 1,9 











Auffallig ist an den Befunden an menschlichen Organen, daB Herz- 
muskel und Skeletmuskel die héchsten absoluten Aktivitaten aufweisen, 
wihrend die Lunge ebenfalls die relativ héchste Aktivitat gegeniiber 
Thyroxin zeigt. 

An dieser Stelle méchten wir Herrn Prof. Dr. Bienengraber, Direktor des 
Pathologischen Instituts der Universitat Rostock, und Herrn Prof. Dr. Patzelt, 


Direktor des Pathologischen Instituts der Universitat Greifswald, fiir die Uber- 
lassung der menschlichen Organe besonders danken. Weiter gilt unser Dank Herrn 
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Dr. Peters von der Zentralstelle fiir Forschungsbedarf Berlin, fiir die Beschaffung 
wertvoller Importchemikalien. Fernerhin danken wir fiir technische Mitarbeit 


Frau I. Wolter und Frau D. Brennich. 


Zusammenfassung 


Bei der vergleichenden Untersuchung der Dejodasewirkung von 
Homogenaten aus Skeletmuskel, Lunge, Herzmuskel und Leber des 
Schweines zeigte sich der Herzmuskel besonders aktiv. In der Lunge 


war die Abbaurate fir Thyroxin héher als fiir Dijodtyrosin. Ahnlich 
sind die Befunde an menschlichem Material. 


Summary 


The deiodinase activities of homogenates of pig skeletal muscle, 
lung, cardiac muscle and liver have been compared, and that of heart 
muscle found to be especially high. In the lung, the rate of degradation 
of thyroxine was higher than that of diiodotyrosine. Similar results were 
obtained with human material. 


a 


Professor Dr. Norbert Hartmann, Physiologisch-Chemisches Institut der 
Universitat Greifswald, Rubenowstr. 3. 
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Steroidkonjugate, VII? 
Ausscheidung von Dehydroisoandrosteron-sulfat 
und Androsteron-sulfat im menschlichen Harn 
Von 
W. Staib, F. Scharf und F. Djavadian* 


Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Medizinischen Akademie Diisseldorf 
(Direktor: Professor Dr. K. Hinsberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. April 1961) 


Ein Teil der Steroidhormon-Metaboliten wird im Harn als wasser- 
lésliche 17-Ketosteroidsulfate bzw. -glucuronide ausgeschieden. Nach 
hydrolytischer Freisetzung der Steroide aus den Konjugationsverbin- 
dungen kénnen diese mittels organischer Lésungsmittel extrahiert, auf 
chromatographischem Wege getrennt und schlieBlich quantitativ be- 
stimmt werden. Auf diese Weise erhalt man ein Bild tiber die Sekretions- 
leistung der Nebennierenrinde bzw. der Gonaden, sowie tiber die Stoff- 
wechsel-Umbauvorgange in Leber und Nieren. 

In mehreren Publikationen berichteten wir bereits tiber die Reini- 
gung, chromatographische Trennung und chemische Darstellung von 
17-Ketosteroid-(17-KS-)Glucuroniden?*. In einer friiheren Mitteilung* 
iiberpriften wir eine von Barlow und Kellie‘ beschriebene saulen- 
chromatographische Methode zur quantitativen Trennung und Bestim- 
mung der 17-KS-Sulfate und 17-KS-Glucuronide. Bei der chromato- 
graphischen Auftrennung der Sulfatfraktion stellten wir jetzt fest, daB 
neben Dehydroisoandrosteron-sulfat mehr Androsteron-sulfat vorliegt 
als bisher angenommen worden ist. Aus diesem Grunde bestimmten wir 
nun die tagliche Ausscheidung dieser beiden Steroidsulfate mehrerer 
gesunder mannlicher und weiblicher Versuchspersonen. Die Kenntnis 
der quantitativen 17-KS-Zusammensetzung der Sulfatfraktion hat auch 
praktische Bedeutung, z. B. fiir die Auswahl von Hydrolyseverfahren 
zur Fraktionierung der Harn-17-KS. 


Methodik 


Von gesunden mannlichen und weiblichen Versuchspersonen wurde eine voll- 
stindige 24-Stdn.-Harnmenge gesammelt und bis zur Aufarbeitung bei —20° auf- 
bewahrt. 


* Dissertat. Diisseldorf 1961. 

1 VI. Mitteil.: K. Schiirholz u. W. Staib, diese Z. 324, 38 [1961]. 

2 T. Mitteil.: H. Pelzer u. W. Staib, Clin. chim. Acta 2, 407 [1957]; 
II. Mitteil.: H. Pelzer, W. Staib u. D. Ott, diese Z. 312, 15 [1958]; III. Mitteil.: 
H. Pelzer, ebenda $14, 234 [1959]; V. Mitteil.: W. Staib u. K. Dénges, ebenda 
319, 233 [1960]. 

3 IV. Mitteil.: W. Staib, W. Telier u. F. Scharf, diese Z. 318, 163 [1960]. 

4 J. J. Barlow u. A. E. Kellie, Biochem. J. 71, 86 [1959]. 
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Aufarbeitung des Harnes: 200 m/ einer 24-Stdn.-Harnmenge wurden 
mit 50proz. Schwefelsaure (Vol.-°%,) auf pH 0,5 eingestellt, mit Ammonium. 
sulfat gesittigt und 3mal mit 0,5 Vol. Ather/Athanol 3:1 extrahiert. Die ver- 
einigten Extrakte wurden filtriert, eingeengt und an 40 g Aluminiumoxyd (Mere, 
standardisiert nach Brockmann) chromatographiert. Die 17-KS- Sulfate lieBen 
sich mit 225 ml 25proz. waBr. Athanol und die Glucuronide mit 400 ml Im Acetat- 
puffer, pH 5,0, eluieren. Dann hydrolysierten wir die Sulfate mittels kalter Saure- 
hydrolyse, d. h. durch 48stdg. kontinuierliche Atherextraktion bei pH 0,5. Nach 
Waschen des Atherextraktes mit Alkali und Wasser erfolgt die papierchromato- 
graphische Analyse. Zunachst wurde der Gesamtextrakt in einem 120-Stdn.-Chro- 
matogramm (Ligroin-Propylenglykol>) vorgereinigt. Dabei liefen Dehydroiso- 
androsteron und Androsteron iiber eine Streifenlinge von 50 cm hinaus und wurden 
aus dem aufgefangenen Uberlauf erneut in demselben System 24 Stdn. rechromato- 
graphiert. Die auf dem Chromatogramm anwesenden 17-KS wurden mittels 
alkalischen m-Dinitrobenzols (Zimmermann-Reagenz) auf einem kleinen Rand- 
streifen lokalisiert, entsprechend ausgeschnitten, eluiert und nach Zimmermann® 
quantitativ bestimmt. 

Die Gesamt-17-KS-Werte in der Sulfat- bzw. Glucuronid-Fraktion ermittelten 
wir nach heifer Séurehydrolyse (pH 0,5, Schwefelsiure und. 25 Min. Kochen unter 
RiickfluB), Atherextraktion, Reinigen des Extraktes mit Natronlauge und Wasser. 
Es folgte danach die quantitative Bestimmung nach Zimmermann®, 


Ergebnisse 


In Vorversucken stellten wir fest, da die Sulfatfraktion trotz Ver- 
wendung von 40g Aluminiumoxyd noch reichlich Verunreinigungen 
enthielt. Eine einfache 24-Stdn.-Chromatographie im System Ligroin- 
Propylenglycol® reichte nicht aus, um einwandfreie Ergebnisse zu er- 
zielen, und es muBte deshalb vor der endgiiltigen Trennung ein Reinigungs- 
chromatogramm eingeschaltet werden. Hierzu eignete sich am besten 
eine 120stdg. Chromatographie im System Ligroin-Propylenglykol. Zur 
Rechromatographie verwendeten wir dann entweder das System Pro- 
pylenglykol-Ligroin fiir 24 Stdn. absteigend (22°) oder das System A von 
Bush’. Die Ausbeuten waren aber im erstgenannten System besser, so 
daB wir unsere Untersuchungen nur auf dieses beschrankten. Die Aus- 
beuten sind in Tab. 1 wiedergegeben. 


Tab. 1. Ausbeuten von Androsteron und Dehydroisoandrosteron nach papier- 
chromatographischer Trennung in Propylenglykol-Ligroin. 





y Steriod 
Steroid vor | nach % Ausb. 
Chromatographie 











Amdwosteron 2.0... . 2% s+. * «% 65,0 56,5 86,9 
Androsteron ... ae ees 60,0 60,5 100,8 
Dehydroisoandrosteron ee ee ae 84,0 82,5 98,0 
Dehydroisoandrosteron ...... 85,0 82,5 97,0 


5 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 

6 W. Zimmermann, H. U. Anton u. D. Pontius, diese Z. 289, 91 [1952]. 
7 I. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]; I. E. Bush, Recent Progr. Hormone 
Res. 9, 321 [1954]. 
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‘den Mit der genannten Methodik bestimmten wir dann bei 10 weiblichen 
- und 10 mannlichen gesunden Versuchspersonen den quantitativen Anteil 
“ci an Dehydroisoandrosteron und Androsteron in der Sulfat-Fraktion, die 
Ben wir mittels Saulenchromatographie an Aluminiumoxyd erhalten haben. 
tat- In Tab. 2 sind die Einzelwerte in mg/24 Stdn. enthalten. Danach fanden 
aie wir im Durchschnitt mehr Androsteron als Dehydroisoandrosteron. Das 
on “ durchschnittliche Verhaltnis von Androsteron zu Dehydroisoandrosteron 
nro- betragt beim Manne 2,1:1 und bei Frauen 1,7:1. Bei Mannern fanden wir 
is0- im Mittel 1,1 mg Dehydroisoandrosteron und 2,04 mg Androsteron/ 
= 24 Stdn. Bei Frauen dagegen nur 0,8 mg Dehydroisoandrosteron und 
4 1,3 mg Androsteron/24 Stdn. 
asoe’ Tab. 2. Quantitative Bestimmung von Dehydroisoandrosteron (DA) und Andro- 
= steron (A) in der Sulfatfraktion von je 10 mannlichen (a) und weiblichen (b) ge- 
' sunden Versuchspersonen (M = Mittelwerte; s = Standardabweichung). 
en 
a Gesamt- Sulfatfraktion 17-KS- 
Name | Alter a [mg/24 Stdn.] poet 
24 Stdn.] 17-KS DA A A:DA 24 Stdn. | 
ie a) Di | 27 20,3 3,3 1,2 1,6 1,3 17,1 
en Se 35 16,5 2,7 0,9 1,8 2,0 13,8 
d Do}; 30 21,7 2,4 1,0 1,4 1,4 19,3 
™ Wo} 22 14,1 2,7 0,5 2,1 4,2 11,4 
er- Ko} 29 22,0 4,1 1,6 2,5 1,6 17,9 
ys Sh 32 19,2 3,4 1,0 2,5 2,5 15,7 
en Su 21 15,4 4,0 1,4 2,6 1,8 11,4 
Di 50 13,0 3,8 1,2 2,5 2,8 9,3 
ur Ab | 27 22,9 3,4 1,3 2,1 1,6 19,5 
te Go| 27 15,8 2,1 0,8 1,3 1,6 13,7 
on 
ie M| 18,1 3,2 1,1 2,04 2,1 15,0 
tl 8 3,5 0,63 0,28 0,49 0,83 3,1 
b) Sh 51 12,9 3,6 1,4 2,2 1,6 9,3 
er- Ba 28 od 0,6 0,3 0,3 1,0 6.5 
Ju 24 9,7 2,7 0,8 1,9 2,4 7,0 
—_ Bn | 22 10,4 1,7 0,6 Li 1,8 8,7 
Ge 24 8,9 2,9 1,2 1,8 1,5 6,0 
Ka} 25 10,3 3,2 1,3 1,9 1,5 7,1 
Se 23 6,6 1,4 0,4 1,0 2,5 5,2 
Pe 20 7,8 0,7 0,3 0,4 1,3 th 
= Li 19 9,3 2,4 0,7 By 2,4 6,9 
Sm] 18 5,9 0,7 O57 1,0 1,4 5,2 
M 8,9 2,0 0,8 1,3 1,74 6,9 
8 2,3 1,1 0,45 0,66 0,62 1,32 
2 4 c . 
|. Die Gesamt-17-KS in der Sulfat- und Glucuronid-Fraktion unter- 


ne 
suchten wir bereits in einer friiheren Arbeit? mit einer ahnlichen Saulen- 


12° 
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chromatographie-Technik. Die erneut gefundenen Mittelwerte (II) 
stimmen mit den bereits mitgeteilten Werten (1) sowohl fiir die Gesamt- 
17-KS als auch fiir die 17-KS-Sulfate- und -Glucuronide tiberein. Die 
beobachteten Unterschiede sind nicht gréBer als p = 0,5; es konnte 
somit kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden durchgeftihrten 
Versuchsreihen (I und II) nachgewiesen werden (Tab. 3). 


Tab. 3. Vergleich der Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei verschiedenen 
Versuchsreihen. I: siehe 1. c.; II: siehe Tab. 2. Angaben in mg/24 Stdn. 





























. P Zahl d. : Ges.-17-KS- Ges.-17-KS- 
Vers.-Reihe Unters. Ges.-17-KS Sulfate Glue. 
| bg ll? 18,30 + 5,7 3,25 + 1,3 15,03 + 4,8 
II 10 3 18,10 + 3,5 3,20 + 0,63 15,00 + 3,1 
p>0,9 p>0,9 p>0,9 
| hg 1092 8,94 + 2,1 1,75 + 0,8 7,2+1,5 
II 10 9 8,90 + 2,3 2,00 + 1,1 6,9 + 1,3 
p>0,9 p>0,5 p>0,6 
Diskussion 


Mit der Methode von Barlow und Kellie‘ gelingt es, die 17-KS- 
Sulfate quantitativ von den 17-KS-Glucuroniden abzutrennen. Wir ver- 
wendeten diese Methode, um eine quantitative Analyse der Sulfat- 
Fraktion durchzufihren. Es interessierte uns hierbei besonders die Dehy- 
droisoandrosteron- und Androsteron-Ausscheidung. Aus unserer friiheren 
Arbeit ® ging hervor, daB Dehydroisoandrosteron praktisch nur als Sulfat 
ausgeschieden wird; nur nach massiven oralen Dehydroisoandrosteron- 
Gaben konnten Schneider und Lewbart*® geringe Mengen als Glu- 
curonid nachweisen. AuBerdem fanden verschiedene Autoren unter 
physiologischen Bedingungen Dehydroisoandrosteron-glucuronid in 
Spuren sowohl im Harn® als auch im Blut'®. Androsteron fanden wir 
dagegen vorwiegend in der Glucuronid-Fraktion, es waren aber unter 
physiologischen Bedingungen deutlich nachweisbare Mengen in der 
Sulfat-Fraktion enthalten. 

Um die schonendste Hydrolyseform anzuwenden, ist fir die Be- 
stimmung der im Harn ausgeschiedenen 17-KS die Kenntnis der vor- 
liegenden Konjugationsformen Voraussetzung. Die verschiedenen Kon- 
jugationsverbindungen kénnen nur durch bestimmte Hydrolysearten 
schonend gespalten werden. So ist bekannt, da durch die heiBe Saure- 
hydrolyse zahlreiche Artefakte aus empfindlichen Steroiden (z. B. 





8 J. J. Schneider u. M. L. Lewbart, Recent Progr. Hormone Res. 15, 201 
[1959]. 

® A. E. Kellie u. A. P. Wade, Biochem. J. 66, 196 [1957]. 

10 A. E. Kellie u. E. R. Smith, Biochem. J. 66, 490 [1957]; J. Tamm, 
I. Beckmann u. K. D. Voigt, Acta endocrinol. 27, 403 [1958]. 
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Dehydroisoandrosteron, Androsteron und 11-Hydroxy-17-KS) gebildet 
werden, obwohl dabei eine optimale Spaltung vorliegt. Um diese sekun- 
diren Umwandlungen zu umgehen, stehen heute fermentative Hydro- 
lysen zur Verfiigung. So spaltet z. B. die 6-Glucuronidase die Steroid- 
Glucuronide und die Steroid-Sulfatase die Steroid-Sulfatester. Letztere 
spaltet jedoch nur 38-Hydroxy-17-KS-Sulfate wie Dehydroisoandrosteron 
quantitativ'. 3x-Hydroxy-17-KS-Sulfate, wie Androsteronsulfat, werden 
dagegen nicht unter den beschriebenen Bedingungen hydrolysiert. Die 
Steroidsulfate kénnen aber auch durch andere Verfahren verseift werden. 
So eignet sich z. B. fiir Dehydroisoandrosteron-sulfat mehrstiindiges 
Kochen unter Riickflu8 unter neutralen Bedingungen (vgl. 1. c.!*) 
ebenso gut wie die kalte Siurehydrolyse!® bzw. Solvolyse!*. Die beiden 
letztgenannten Hydrolysearten spalten auch 3«-Hydroxy-17-KS-Sulfate 
in befriedigender Weise. 


Auf Grund dieser Tatsachen ist klar, daB ein quantitatives und 
unverfalschtes Steroid-Spektrum nur dann erhalten wird, wenn die im 
Harn ausgeschiedenen Steriodkonjugate nicht nur schonend, sondern 
auch quantitativ hydrolysiert werden. 


Die in der Sulfat-Fraktion enthaltene Androsteronmenge ist groBer 
als wir vermutet haben und darf bei quantitativen Aussagen z. B. tiber 
die Zusammensetzung der Harn-17-KS nicht vernachlassigt werden. Bei 
Verwendung von Steroid-Sulfatasen muB deshalb beriicksichtigt werden, 
daB der oben genannte Anteil von Androsteron-sulfat nicht erfaBt wird, 
es sei denn, man fiihrt im AnschluB an die Fermenthydrolyse noch eine 
kalte Saurehydrolyse bzw. Solvolyse oder heiBe Séurehydrolyse?* durch. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Dehy- 
droisoandrosteron und Androsteron in der Sulfatfraktion von Harn- 
extrakten beschrieben. 


Bei 10 gesunden Mannern fanden wir im Durchschnitt 1,1 mg 
Dehydroisoandrosteron und 2,1 mg Androsteron pro 24 Stdn. in der 
Sulfatfraktion; die entsprechenden Werte fiir Frauen sind.0,8 mg bzw. 
1,3 mg. 

Die Bedeutung der Befunde fiir die quantitative Hydrolyse von 
17-Ketosteroid-Konjugaten wird diskutiert. 


1K. D. Voigt u. J. Tamm, 6. Sympos. Dtsch. Ges. Endokrinol., Kiel, 
28—30. April 1959, S. 313. 

2 K. Fotherby, Biochem. J. 78, 339 [1959]. 

13 §. Lieberman, B. Mond u. E. Smyles, Recent Progr. Hormone Res. 
9, 113 [1954]. 

“4 §. Burstein u. 8. Lieberman, J. biol. Chemistry 283, 331 [1958]. 

15 KE. Kuhn u. Hj. Staudinger, Klin. Wschr. 38, 327 [1960]. 





Steroidkonjugate, VII Bd. 325 (1961) 


Summary 


A method is described for the quantitative determination of dehy- 
droisoandrosterone and androsterone in the fraction of urinary extracts. 

The urinary sulphate fractions from ten healthy men gave an 
average of 1,1 mg. dehydroisoandrosterone and 2,1 mg. androsterone 
per 24 hr. The corresponding values for women were 0,8 mg. and 1,3 mg. 
respectively. 

The significance of these results for the quantitative hydrolysis of 
17-oxosteroid conjugates is discussed. 


Dozent Dr. W. Staib, Department of Radiation Biology and Biochemistry, 
University of Rochester, School of Medicine and Dentistry, Post Office Box 287, 
Station 3, Rochester 20, N.Y., USA. 
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Uber die Hemmung pflanzlicher Katalase durch Cyanamid 
Von 
Anton Amberger 


Aus dem Agrikulturchemischen Institut der Techn. Hochschule Miinchen-Weihenste phan 
Direktor: Professor Dr. Ed. Hofmann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Mai 1961) 


In einer Reihe von Ver6ffentlichungen! aus unserem Institut haben 
wir nachgewiesen, da H,CN,, das bei der Hydrolyse von Kalkstick- 
stoff entsteht, von den Pflanzen sowohl iiber die Wurzel als auch iiber 
oberirdische Teile direkt aufgenommen wird. Im Rahmen einer gréBeren 
Arbeit iiber den EinfluB verschiedener Ernahrungsbedingungen auf die 
Atmung in Pflanzen?-> wurde auch die Wirkung von Cyanamid auf 
verschiedene Oxydationsenzyme in der Pflanze untersucht. 


Methodik 


Versuchsanordnung: Die Pflanzen wurden in Wasserkultur herangezogen 
(Nahrlésung nach Breazeale?). Nachdem sie eine Héhe von etwa 15—20 cm 
erreicht hatten, wurde einer Reihe (Cy) dieselbe Menge Stickstoff in Form von 
H,CN, geboten, die die KontrollgefaBe (K) als Ca(NO,), enthielten. Im iibrigen 
war das Nahrstoffangebot fiir beide Gruppen gleich. Nach dem Auftreten der 
ersten Anzeichen von Cyanamidschaden (charakteristische, von Blattspitze und 
-rand beginnende Welke, der manchmal eine schwache Chlorose vorausgeht; 
siehe 1. c.1:4) wurden die Pflanzen aus dem cyanamidhaltigen Medium heraus- 
genommen (die Wurzeln sorgfaltig abgespiilt) und in der Folgezeit wie die der 
Vergleichsgruppe normal ernahrt. 


Enzymbestimmungen (s. auch 1. c.3): 5 g Pflanzenmaterial wurden mit 
der 2—4fachen Menge Wasser und etwas Quarzsand in einer vorgekiihlten Reib- 
schale verrieben, der Brei rasch durch Watte filtriert; das in Eiswasser gekihlte 
Filtrat diente fiir die Enzymansitze. Die Bestimmung der Katalase erfolgte 
nach K. G. Stern®, der H,O,-Verbrauch ist in m/l Na,S,O,/100 mg Trockensubstanz 
angegeben. Die Aktivitat der Peroxydase wurde nach Purr’ ermittelt und als 
verbrauchte Menge t-Ascorbinsaéure in ml 0,004n J,/100 mg Tr. S. ausgedriickt. 





1 E. Hofmann, A. Amberger, E. Latzko, A. Siiss u. A. Wiinsch, 
Naturwissenschaften 39, 526 [1952]; 41, 481 [1954]; 45, 338 [1958]; Z. Pflanzenern. 
Diing., Bodenkunde 59, 198 [1952]; 66, 222 [1954]; 67, 211 [1954]. 
A. Amberger, Habilitat., Techn. Hochschule Miinchen, 1958. 
A. Amberger, diese Z. 311, 213 [1958]. 
A. Amberger, Qualitas plantarum et materiae vegetabiles 7, 249 [1960]. 
A. Amberger, Landwirtsch. Forsch. 14. 8. H., 107 [1960]. 

6 E. Bamann u. K. Myrback, Methoden der Fermentforschung, Bd. ITT, 
S. 2621, Verlag Thieme, Leipzig 1941. 
7 A. Purr, Biochem. Z. 321, 1 [1950]. 
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Ergebnisse 


Wirkung von Cyanamid auf Katalase und Peroxydase. 





Katalaseaktivitat | Peroxydaseaktivitat 


; Ande- Ande- 

Pflanzenart, Zeitpunkt der K Cy | rung] K Cy | rung 

Enzymbestimmungen, Beob- . durch durch 
achtungen Cy Cy 


ml Na,S,0,/ | geg.K| ml Jodlsg./ |geg.K 
100mg Tr.S.| in % | 100mg Tr.S. | in %, 





I. Maisblatter, 20 Tg. alte 
Pflanzen, 75 mg N/l Nahrisg. 


25 Stdn nach Cyanamidzugabe 94 37 | —61 245 | 243) — 1 
(keine Veranderungen a.d. Blattern) 
30 Stdn nach Cyanamidzugabe 93 32 | —66 |] 190] 159 | —16 


(schwache Schaden) 
2 Tg. n. Abschl. d. Cyanamidbehandl. | 238 28 | —88 | 273 | 221 | —19 
(deutliche Schaden) 


10Tg.n. Abschl.d.Cyanamidbehandlg.| 322 201 | —38 267 265 | — | 
(Pflanzen erholen sich) 


II. Markstammkohlblatter, 
60 Tg. alte Pfl., 200 mg N/l Nahrlésg. 


42 Stdn. nach Cyanamidzugabe 1281 182 86 85 | 101 | +19 
(deutliche Schaden) 

67 Stdn. nach Cyanamidzugabe 1328 | 314 | —76| 163] 152 |—7 
(sehr deutliche Schaden) 

3Tg.n. Abschl.d.Cyanamidbehandlg. | 1039 999 | — 4 131 154 |} +18 


(Pflanzen erholen sich) 


Ill. WeiBkohlpflanzen, 60 Tg. 
alt, 250 mg N/l Nahrlosg. 

4 Tg. nach Cyanamidzugabe i romeee 472 123 | —74 | 104 121 | +16 
(deutliche Schaden) Wurzeln}| 170 60 | —65 | 733 | 638 | —13 




















25 Stdn. nach Zugabe von Cyanamid zur Nahrlésung war die 
Katalasetatigkeit auBerlich unverinderter Maisblatter um 61 % geringer 
als die des Vergleichsmaterials. Die zweite (schwache Cyanamidschaden!) 
und dritte Untersuchung ergaben ein weiteres Absinken der Aktivitat 
auf schlieBlich 12 % des Kontrollwertes, obwohl inzwischen die Cyanamid- 
zufuhr bereits abgestoppt war. In der Folgezeit erholten sich die Pflanzen, 
wiesen aber selbst 10 Tage nach Zuriicksetzen in normale Nahrlésung 
noch eine Hemmung von 38% auf. Etwas gréBere H,CN,-Mengen 
(200 mg N/l) fiihrten zu ahnlichen Ergebnissen im Markstammkohl- 
versuch; 3 Tage nach AbschluB der Behandlung aber war die Katalase- 
funktion dieser relativ widerstandfahigen (60 Tage alten) Versuchs- 
pflanzen bereits annéhernd normal (—4°%). 
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Die Peroxydaseaktivitaét cyanamidernahrter Pflanzen ist dagegen 
anfangs entweder kaum beeintrachtigt (Mais) oder sogar deutlich erhéht 
(Markstammkohl); langer andauernde Cyanamidzufuhr verursacht, 


tat insbesondere in jiingeren Blattern, wohl einen gewissen Riickgang der 
Enzymtatigkeit, doch erscheint diese schon wenige Tage nach dem 

“4 Umsetzen der Pflanzen in normale Nahrlésung entweder védllig aus- 

= geglichen (Mais) oder sogar leicht erhéht (Markstammkohl). 

y Wie Versuch IIT (WeiBkohlpflanzen) zeigt, ist die Depression der 

-K Katalase durch Cyanamid nicht nur in griinen Pflanzenteilen, sondern 


° auch in Wurzeln nachzuweisen. Analog den Ergebnissen mit Mais und 
a Markstammkohl schwankt die Peroxydaseaktivitat gegeniiber der 
Vergleichsgruppe zwischen + 16% (Blatter) und — 13% (Wurzeln). 
Diese Befunde gaben AnlaB, mit reinen Enzympraparaten 
(Abb. 1 und 2) nachzupriifen, ob und in welchem Umfange Cyanamid 
(in Konzentrationen von 10-*—10-!m im Ansatz) die Aktivitaét von 

































































16 : : " 
Katalase und Peroxydase beeinfluBt. Als Vergleichssubstanzen wahlten 
19 wir KCN, als bekannt empfindlichen Inhibitor schwermetallhaltiger 
; Enzyme®, sowie KOCN wegen seiner engen Verwandtschaft mit dem 
, Cyanamid, das sowohl als Amid der Cyansaure wie auch als Carbodiimid 
aufgefaBt werden kann. 
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on, Wirkung von Cyanamid im Vergleich zu Kaliumcyanid und Kaliumcyanat auf 
ng krist. Rinderleber-Katalase (Abb. 1) und gereinigte Meerrettich-Peroxydase 
: (Abb. 2). 
i Ordinate: Aktivitét in % der Kontrolle (ohne Inhibitor); Abszisse: Inhibitor- 
z konzentration c; <x = mit 10-1 m H,CN, prainkubierte Katalase. 
se- 
- 8 H. Theorell in J. B. Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, Bad. II/1 


S. 397, Academic Press Publ., New York 1951. 
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Enzymbestimmung: 

a) Ermittlung der Katalaseaktivitat nach Feinstein® durch Titration 
des verbliebenen Natriumperborates mittels KMnO,. Eine Suspension aus Rinder- 
leber kristallisierter Katalase (Boehringer) wurde im Verhaltnis 1 : 3000 verdiinnt 
und davon 0,2 ml zu jedem Ansatz (5 m/l Perborat + 3,8 ml m/15 Phosphatpuffer, 
pH 6,8, + 1 ml Inhibitorlésung) gegeben. 

b) Bestimmung der Peroxydaseaktivitait nach Purr’: 5 mg gereinigte 
Meerrettich-Peroxydase (Boehringer) wurden in 25 m/l Puffer gelést, davon 0,1 ml 
zum Ansatz (50 ml Gesamtvolumen) verwendet. 


Aus dem Verlauf der Kurven (Abb. 1) geht hervor, da Cyanamid 
und Cyanat eine dem KCN dhnliche, aber schwachere Inhibition von 
Leberkatalase bewirken. Zur 50proz. Hemmung geniigt eine Cyanid- 
konzentration von 5x<10-5m, wahrend der gleiche Effekt erst durch 
3 <10-8m KOCN bzw. 10-?m H,CN, erreicht wird. Die Tatsache, daB 
die Katalase cyanamidernahrter Blatter etwa zu 70—85% inhibiert ist 
(s. Tabelle), spricht dafiir, daB von den Pflanzen in relativ kurzer Zeit 
erhebliche Mengen H,CN, aus der Nahrlosung aufgenommen worden 
sind. Reine Meerrettich-Peroxydase wird durch Cyanid und Cyanat in 
etwa ahnlichem AusmaB blockiert wie Katalase, ein deutlicher Einflu8 
des Cyanamids ist dagegen nicht ersichtlich. In den Versuchen mit 
Pflanzenbrei tiberschreiten die Aktivitatsunterschiede die Fehlergrenze 
biologischer Untersuchungen nach oben und unten nur relativ 
gering. 

Obwohl Katalase und Peroxydase Hamoproteine sind, bestehen 
offensichtlich doch erhebliche Unterschiede in der Empfindlichkeit 
gegeniiber Inhibitoren. So berichten auch Goldacre und Galston!®, 
daB Katalase durch 210-6m 2.4-Dichlor-phenol zu 50% gehemmt 
wird, wahrend ein ahnlicher Effekt auf die Peroxydase erst durch 50fach 
héhere Konzentration erreicht wird. H,CN, erweist sich somit als 
spezifisches Katalasegift. Die Beobachtung im Pflanzenversuch, dai 
die Aktivitét nach Beendigung der Cyanamidzufuhr sich weitgehend 
normalisiert, deutet darauf hin, daB die Hemmung reversibel ist. Um 
dies nachzupriifen, nahmen wir in einem Parallelversuch die Verdiinnung 
des Katalasekonzentrates nicht mit Wasser, sondern mit Cyanamid so 
vor, daB eine Endkonzentration von 10-1 m H,CN, erreicht wurde und 
damit die Aktivitét des Enzyms a priori zu 90 % blockiert war (s. Abb. 1). 
Diese mit Cyanamid inkubierte Katalase, in der tiblichen Menge zu 
Ansatzen mit verschiedenen Cyanamidkonzentrationen gegeben, bewirkte 
nahezu dieselbe Substratspaltung und erreichte in der Kontrollgruppe 
ohne Inhibitor’ 90% seiner vollen Aktivitaét. Daraus geht hervor, 
daB die Hemmung der Katalase durch Cyanamid ein innerhalb gewisser 
Grenzen reversibler Vorgang ist im Sinne Theorells*, wonach Inhibitor 
und Substrat um dieselbe Bindung am Eisen kompetieren. 


® R.M. Feinstein, J. biol. Chem. 180, 1197 [1949]. 
10 P. L. Goldacre u. A. W. Galston, Arch. Biochem. Biophysics 438, 169 
[1953]. 
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Diskussion 


Das Verhalten der Katalase gegeniiber Cyanamid wirft die Frage 
nach der physiologischen Aufgabe der Peroxydasen und der Entstehung 
von H,O, im pflanzlichen Stoffwechsel auf. Nach Burris" resultiert 
Wasserstoffperoxyd aus der Tatigkeit der Flavoproteinenzyme, doch 
kann es in héheren Pflanzen auch als Nebenprodukt der Photosynthese 
betrachtet werden. Die Ansicht, daB die Hauptfunktion der Katalase 
in der ,,katalatischen Beseitigung des fiir den Stoffwechsel giftigen 
Wasserstoffperoxyds besteht, verliert in neuerer Zeit an Gewicht, zumal 
durch diesen Vorgang die chemische Energie des H,O, nicht ausgenutzt 
wird’, Dagegen gewinnt die erstmals von Keilin und Hartree! formu- 
lierte ,,peroxydatische‘‘ Tatigkeit der Katalase durch die Arbeiten von 
Theorell® und Chance an Bedeutung, wonach diesem Enzym eine 
ihnliche Funktion bei der Atmung zukommt wie der Peroxydase. 
Obwohl diese Fragen noch keinesfalls hinreichend geklart sind, steht 
doch auBer Zweifel, daB die Katalase an wesentlichen LebenséuBerungen 
der Pflanze beteiligt ist und eine Hemmung daher einen erheblichen 
Kingriff in den Stoffwechsel bedeutet. 


In der Agrikulturchemie gilt dem Cyanamid insofern besonderes 
Interesse, als die unkrautbekaémpfende Wirkung des Kalkstickstoffs 
ausschlieBlich auf seiner Cyanamidkomponente beruht. Bisher bestanden 
nur unklare Vorstellungen dariiber, an welcher Stelle des Stoffwechsels 
der Eingriff erfolgt, der schlieBlich zum Pflanzentod fiihrt. Zusammen 
mit den Untersuchungen von Rotini und Guatteri", die eine anti- 
mitotische Wirkung des Cyanamids nachweisen konnten, vermitteln 
unsere Ergebnisse eine physiologische Erklarung der herbiciden Wirkung 
dieses Diingemittels. 


Zusammenfassung 


In Wasserkulturversuchen mit verschiedenen Pflanzen wurde durch 
Zugabe von Cyanamid eine starke Hemmung der Katalaseaktivitat 
(70—85%) in Blattern und Wurzeln festgestellt, wahrend die Per- 
oxydaseaktivitat nur wenig geringer, teils sogar etwas héher war als 
die Kontrollwerte. Versuche mit reinen Enzympraparaten bestatigen, 
da H,CN, die Katalase reversibel inhibiert, die Peroxydase dagegen 
nicht beeinfluBt wird. 





1 R.H. Burris in W. Ruhland, Handbuch der Pflanzenphysiologie, 
Bd. XII, Teil 1, Springer-Verlag 1960. 

2 DP. Keilin u. E. F. Hartree, Biochem. J. 39, 293 [1945]. 

13 B. Chance, Science [Washington] 116, 202 [1952]. 

144 OQ. T. Rotini, Ricerca Scientifica 30, 869 [1960]; O. T. Rotini u. G. Guat- 
teri, Chim. e. Ind. [Milano] 48, 1 [1961]. 
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Summary 


In water culture experiments with different plants, a strong inhibi- 
tion of catalase activity (70—85°%%) in leaves and roots was caused by 
addition of cyanamide. The peroxidase activity was only slightly affected 
and was sometimes even higher than in the controls. Studies with 
pure enzyme preparations showed that H,CN, reversibly inhibits 
catalase, but has no effect on peroxidase. 


Priv.-Dozent Dr. A. Amberger, Technische Hochschule Miinchen, Agrikultur- 
chemisches Institut Wethenstephan, Freising-W eihenstephan. 
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Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, VI! 
Isolierung und chemische Zusammensetzung eines 
Chondroitinsulfat-Proteins* aus der Aorta des Menschen 
Von 
Eckhart Buddeecke und Maxwell Schubert** 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét Tiibingen (Direktor: Prof. Dr. Dr. 
G. Weitzel) und der New York University, Medical Center, Department of Medicine 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Mai 1961) 


In der bindegewebigen Grundsubstanz menschlicher Arterienwande 
laBt sich, wie die Untersuchungen der vorangehenden Mitteilung! er- 
gaben, eine Reihe von anionischen Heteropolysacchariden (sauren Muco- 
polysacchariden) nachweisen, unter denen das Chondroitinsulfat 
itiber 50% der gesamten sauren Mucopolysaccharide ausmacht — ein 
Befund, der inzwischen bestatigt wurde?. Nachstehend wird dargelegt, 
daB Chondroitinsulfat in der Arterienwand jedoch nicht in der bisher 
isolierten Form als eiweiBfreies Polysaccharid, sondern als chemisch 
definierter Proteinkomplex vorliegt. 


Die Vermutung, daB es sich bei dem in der bindegewebigen Grundsubstanz 
vorhandenen CS nicht um ein reines Kohlenhydrat, sondern um einen Polysaccharid- 
EiweiB-Komplex handelt, war schon seit der ersten Beschreibung von ,,Chondro- 
mucoid‘‘’ bzw. ,,Glutinchondrin“ und ,,Peptochondrin‘‘ sehr wahrscheinlich, doch 
wurde das Problem erst in neuerer Zeit mit Untersuchungen des Knorpelgewebes 
wieder aufgegriffen. 1954 gelang die Isolierung eines CS-Proteins aus Rindernasen- 
knorpel (Chondromucoprotein)®, bei dem die Kohlenhydratkomponente in nicht- 
salzartiger Bindung mit einem nicht mit Kollagen identischen Protein verkniipft 
war. Durch Trennung an der Ultrazentrifuge konnte das CS-Protein als einheitliche 
Komponente mit einem Proteingehalt von 17%, charakterisiert werden®. Eine ahn- 
liche, jedoch proteinreichere Verbindung liegt im menschlichen Rippenknorpel 
vor’. Durch Untersuchungen am CS-Protein aus Rindernasenknorpel® wurden 


* Abkiirzungen: CS (CS-A, CS-B, CS-C) = Chondroitinschwefelsiure bzw. 
Chondroitinsulfat (Chondroitinsulfat-A, -B, -C), CS-Protein = Chondroitinsulfat- 
Protein. 

** Ph. D. Associate Professor of Medicine. 

1 V. Mitteil.: E. Buddecke, diese Z. 318, 33 [1960]. 

2 D. Kaplan u. K. Meyer, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 105, 78 [1960]. 

3 C. T. Mérner, Skand. Arch. Physiol. 1, 210 [1889]. 

4 O. Schmiedeberg, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
28, 355 [1891]. 

5 J. Shatton u. M. Schubert, J. biol. Chemistry 211, 565 [1954], weitere 
Literatur: M. Schubert, Federation Proc. 17, 1099 [1958]. 

6 B. R. Gerber, E. C. Franklin u. M. Schubert, J. biol. Chemistry 235, 
2870 [1960]. 

7 B. Johnson u. M. Schubert, J. clin. Invest. 39, 1752 [1960]. 

8 M. B. Mathews u. I. Lazaityte, Arch. Biochem. Biophysics 74, 158 [1958]. 
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ferner Molekulargewicht, Proteinanteil und makromolekulare Struktur naher ana- 
lysiert. Isotopenversuche® zeigten weiterhin, da das chemisch einheitliche C%- 
Protein aus Rippenknorpel der Ratte auch im Stoffwechsel eine Einheit darstellt. 


Die bisher nur fiir Knorpelgewebe vorliegenden Untersuchungen 
lassen erkennen, da die chemischen und physiko-chemischen Eigen- 
schaften des CS durch Bindung an Proteine entscheidend verandert 
werden. Im Hinblick auf die Existenz des CS in der menschlichen Aorta 
sowie dessen Vermehrung bei arteriosklerotischen Prozessen! erscheint 
es notwendig, die native, d. h. die in der Arterienwand unter physio- 
logischen Bedingungen vorliegende Zustandsform des CS naher zu 
charakterisieren. Die nachstehend mitgeteilten Untersuchungen gliedern 
sich in folgende Abschnitte : 


1. Extraktion und Anreicherung des Chondroitinsulfat- Proteins aus 
menschlichen Aorten. 

2. Isolierung und Reindarstellung des Chondroitinsulfat-Proteins. 

3. Chemische Zusammensetzung und Reinheitskriterien. 

4. Viskositatsmessungen. 


. Abbau des Chondroitinsulfat-Proteins durch Alkali und proteo- 
lytische Enzyme. 


or 


Material und Methode 


Als Ausgangsmaterial dienten menschliche Aorten (beiderlei Geschlechtes, 
20.—80. Lebensjahr), die dem Sektionsgut des Pathologischen Institutes der Uni- 
versitat Tiibingen entstammten, wahrend der Sektion entnommen und nach Ab- 
trennen von Fett und anhingendem Bindegewebe (einschlieBlich Tunica adven- 
titia) in Aceton gelegt wurden. Nach mehrmaliger Erneuerung des Acetons und 
Vorzerkleinerung der Aorten wurde ein Acetontrockengewebe gewonnen, das als 
Ausgangsmaterial fiir die folgende Aufarbeitung diente. DaB die Integritat des CS- 
Proteins durch die Acetontrocknung erhalten bleibt, wurde durch Vorversuche ge- 
sichert und auch a. O.® mitgeteilt. 

Die Aufarbeitung der acetongetrockneten Arterienwande erfolgte in ver- 
schiedenen Ansatzen unter identischen Bedingungen. In einem Gang wurden je- 
weils 6—12 g der Trockensubstanz eingesetzt und — wie ein Beispiel zeigt — in 
folgender Weise verarbeitet : 12 g der vorzerkleinerten Aorten wurden in 4 Portionen 
zu je 3 g mit je 300 ml kaltem dest. Wasser unter Hiskiihlung 30 Min. im Homogeni- 
sator* extrahiert. Die vereinigten Homogenate (1,21 /) wurden mit 2 Vol. vorge- 
kiihltem 98proz.Athanol versetzt und zentrifugiert, der Riickstand wurde mit Athanol 
und Ather gewaschen (10,6 g). Zu dem opalisierenden Uberstand wurde nach Vo- 
lumen-Bestimmung festes Kaliumacetat gegeben (Endkonz. 1%), der ent- 
stehende flockige, leicht gelbliche Niederschlag sofort in der Kalte abzentrifugiert 
und wieder in 500 ml Wasser gelést. Die nach Abzentrifugieren (500 x g) einer ge- 
ringen Menge ungelésten Materials (0,064 g) resultierende milchig-opalisierende 
Lésung wurde fraktioniert zentrifugiert: Bei 2000 x g wurde als Riickstand die 
Frakt. R, (0,237 g), bei 78000 x g(Ultrazentrifuge Beckman, Modell L, Rotor 30) 
die Frakt. R, (0,208 g) gewonnen (jeweils nach Waschen mit Alkohol und Ather). 


* Vir-Tis 45 Homogenizer (Virtis Company, Yonkers, N. Y.) bzw. Ultraturrax 
(Janke & Kunkel KG, Staufen i. Br.). 

9 J. I. Gross, M. B. Mathews u. A. Dorfman, J. biol. Chemistry 235, 2889 
[1960]. 
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pr ana- Der klare Uberstand aus 78000 x g wurde mit 2 Vol. kaltem Athanol unter Zusatz von 


he CS. 1% Kaliumacetat (bezogen auf Endvolumen) gefallt und der weiBe Niederschlag 
rstellt. (S;) je zweimal mit Alkohol und Ather gewaschen und getrocknet (0,112 g). 

Das aus 11 Ansatzen vereinigte Material S, (1,048 g) wurde in 70 ml Wasser 
—— gelést und bei 78000 x g zentrifugiert, wobei nochmals ein geringer Niederschlag 
“igen - (0,0943 g) abgetrennt wurde. Aus dem Uberstand wurden durch Fallung 0,9190 g S, 
indert wiedergewonnen. Zur weiteren Reinigung durch Saéulenchromatographie wurden 
Aorta jeweils etwa 450 mg S, eingesetzt. Eine Saule (50 cm Linge und 4 cm (%) wurde 


hei bis auf ein Vol. von 450 m/ mit gewaschenem, in lproz. Cetylpyridiniumchlorid- 
Pheint Lésung suspendiertem Cellulosepulver (Schleicher & Schiill 123a) gefiillt und nach 


hysio- Einbringen der in 30 ml Wasser geliésten Probe (0,441 g) nacheinander mit je 
er zu 900 ml Iproz. waBr. Cetylpyridiniumchlorid-Lésung, 0,1n, 0,25n, 0,50n, 1,5, 
edern 2,0n Magnesiumchlorid-Lésung in Wasser (entsprechend den Fraktionen I—VI) 


eluiert!. Das Eluat wurde am Fraktionssammler in Testréhrchen zu 20-ml-Por- 
tionen aufgefangen. Die Lage der Gipfel wurde in je 1 ml durch die Orcin- 
; reaktion (Frakt. I) bzw. die Carbazolreaktion (Frakt. III, V) ermittelt. Der 
aioe Inhalt der zu gleichen Gipfeln gehérigen Réhrchen wurde vereinigt, mit 2 Vol. 
Athanol/Wasser 1:1 und 1% Kaliumacetat gefallt und ergab fiir Frakt. I 88,9, 
. Frakt. Iff 23,4 und Frakt. V 361,0 mg. Frakt. V (CS-Protein) wurde in 50 ml 
teins. Wasser gelést, zweimal 24 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert bei 102000 x g 
(Ultrazentrifuge Rotor 40) zentrifugiert und nach Passieren einer Austauschersaule 
(Dowex 50, H®-Form) und Neutralisieren mit KOH als Kaliumsalz gefallt (143,8 mg). 
Abbau durch Natronlauge: 110,1 mg Aorten-CS-Protein wurden in 12 m/ 
0,2n NaOH gelést, 43/, Stdn. bei 37° geriihrt und mit Essigsaiure neutralisiert. Nach 
roteo- Zugabe von 120mg Bariumchlorid wurde mit 13 ml absol. Athanol (Endkonz. 
50%) gefallt, der Niederschlag in Wasser gelést (24 Stdn. gegen dest. Wasser dialy- 
siert) und nach Uberfiihrung in das Kaliumsalz durch Ionenaustauschchromato- 
graphie mit 2,5 Vol. Athanol und Kaliumacetat gefallt. 
Pepsin-Trypsin-Abbau: 0,255 g S; wurden in 90 ml Wasser gelést, mit 
>chtes, 0,5n HCl auf pH 2 gebracht und nach Zugabe von 5 mg kristallisiertem Pepsin 
r Uni- 21/, Stdn. bei 37° inkubiert. Nach Neutralisation mit 180 mg NaHCO, und Zugabe 
th Ab- von 5 mg krist. Trypsin Inkubation fiir weitere 21/, Stdn. Nach Dialyse (24 Stdn. 
udven- gegen dest. Wasser) Fallung mit 2,5 Vol. Athanol und 1°% Kaliumacetat (0,1238 g). 


is und Die Bestimmung von Hexosamin (Glucosamin, Galaktosamin), Uron- 

las als siure, Neutralzucker und Schwefel erfolgte wie friiher angegeben!, Hydroxy- 

es CS- prolin wurde nach 1. c.!° bestimmt. 

he ge- Papierelektrophorese: LKB-Apparatur, Barbituratpuffer (pH 8,6), Far- 
bung: Toluidinblau, 0,125°% in 80proz: waBr. Aceton nach 1. c.". 

n ver- Die Viskositat wurde im Ostwaldschen Viskosimeterréhrchen bei 25° ge- 

len je- messen. Angegeben wird die reduzierte Viskositat ,,, bzw. die ,,intrinsic viscosity‘ 

—in | [nm]? 

tionen 

ogeni- 

vorge- Need = Isp = i : Te ll: [7] = lim "red 

thanol c ec \t : c0 

h Vo- 

- ent- 

ugiert Hsp = spezif. Viskositat 

er ge- c = Konzentration des gelésten Stoffes in g/100 ml 

rende t = Durchlaufzeit der Lésung 

id = ty, = Durchlaufzeit des Lésungsmittels (0,05m Phosphatpuffer, pH 7,2). 

or 30) er ee a 

— 10 R. E. Neumann u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 184, 299 [1950]; 186, 


urrax | 549 [1950]. 

11 G. P. Kerby, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 263 [1953]. 
, 2889 12 Vgl. W. Kern u. W. Mehren in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handbuch d. 
physiol.- u. pathol.-chem. Analyse, Bd. II, 8. 20, Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 
































192 Eckhart Buddecke u. Maxwell Schubert, Bd. 325 (1961) 
Ergebnisse 
1. Extraktion und Anreicherung des Chondroitinsulfat- J 
Proteins aus menschlichen Aorten g 


Die zur Extraktion des CS-Proteins aus Knorpelgewebe angewandten 
Methoden5:® lassen sich im Prinzip auch auf andere Organe tibertragen. 
Die Besonderheiten und Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung von ( 
Arterienwanden liegen jedoch in dem relativ niedrigen CS-Gehalt P 
(~0,5% des fettfreien Trockengewichtes) und der sehr festen Veranke- 
rung der Mucopolysaccharide mit dem Fasermaterial. Bei der Unkenntnis 
der chemischen Eigenschaften und der Stabilitat des Aorten-CS-Proteins 
wurden Extraktion, Reinigung und Isolierung nur bei tieferen Tempe- 
raturen (+3°), am Neutralpunkt und im waBrigen Milieu vorgenommen. 
Auf Grund friherer Erfahrungen erwies sich zur Erzielung optimaler 
Ausbeuten vor allem eine weitgehende mechanische Zerkleinerung der 
Aorten als notwendig, die wahrend der waBrigen _Extraktion vor- 
genommen wurde. T 

Aus Tab. 1 ist die chemische Zusammensetzung der durch wieder- 
holte waBrige Extraktion der Arterien gewonnenen Einzelfraktionen 
ersichtlich. ] 


Tab. 1. Chemische Zusammensetzung der durch Extraktion aus der Arterienwand 
(Aorta Mensch) gewonnenen Einzelfraktionen (Erklarung im Text). = 


























R 
4 Gobalt % der (extrahierten) Trockensubstanz 
Frakt. es fettfr. : 
Hexosamin | Kohlenhydrate | Hydroxy- = R 
Trockengew. (total) (Orcin) prolin B 
P, 6,0 2,81 4,13 1,75 11,11 . 
P, 2,3 1,29 os 0,585 7,60 
PU, 5,5 1,18 3,35 3,08 12,98 - 
Die Fraktionen P, und P, wurden nacheinander durch 30 Min. Extraktion 
des fettfreien Trockengewebes (Aorta) im Homogenisator bei 3° jeweils mit einer 
hundertfachen Menge dest. Wassers, Abtrennung von Ungeléstem und Alkohol- 
fallung (in Gegenwart von 1% Kaliumacetat) gewonnen. Eine dritte Extraktion . 
ergab eine Fallung (P,), die weniger als 0,1% des eingesetzten Trockengewichtes zm 
ausmachte. Der nach dreimaliger waBriger Extraktion verbleibende Rickstand P 
wurde mit der hundertfachen Menge 8m Harnstoffliésung extrahiert und nach Zé 
Dialyse und Fallung des Extraktes die Fraktion PU, gewonnen. n 
Die Werte der Tab. 1 zeigen, daB durch Extraktion in waBrigem sé 
neutralem Milieu auch bei Zusatz von Harnstoff nur etwa 12—14% des d 
Trockengewichtes der Aorta in Lésung gebracht werden kénnen, daB i 
jedoch der erste rein waBrige Extrakt in bezug auf Gewicht und Hexos- V 
amingehalt den gr6éBten Anteil stellt. Die 6° des Trockengewichtes u 
betragende Fraktion P, enthalt 15% der in der Aorta vorhandenen sé 
Hexosamine. Bei der folgenden Aufarbeitung von insgesamt 325 g P 
acetontrockener Aorten wurde daher lediglich die Fraktion P, fiir die al 
weitere Reinigung und Isolierung des CS-Proteins verwendet. B 
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Die durch waBrige Extraktion unter gleichzeitiger mechanischer 
Homogenisierung gewonnene Frakt. P, konnte nach einem Hexosamin- 
gehalt von 2,81% héchstens 10% an sauren Mucopolysacchariden ent- 
halten. Zur weiteren Anreicherung des hexosaminhaltigen Materials und 
zur Abtrennung vor allem der hydroxyprolinhaltigen Begleitsubstanzen 
(lésliche Vorstufe des Kollagens) erwies sich eine Trennung in der pra- 
parativen Ultrazentrifuge als wirksam. Wie aus Tab. 2 ersichtlich, 
konnten durch einstiindiges Zentrifugieren bei 2000 x g bzw. 78000 x g 
zwei stickstoffreiche, nur geringe Anteile an Hexosamin enthaltende 
Fraktionen R, und R, entfernt und aus dem Uberstand der Frakt. R, 
eine gegentiber dem Ausgangsmaterial im Hexosamingehalt auf das 
zehnfache angereicherte Substanz (S;) gewonnen werden, die auf Grund 
der gefundenen aquimolaren Mengen von Aminozucker und Uronsaure 
(s. Tab. 2) etwa 30% eines sulfathaltigen sauren Mucopolysaccharids 
enthalten muBte. 


Tab. 2. Trennung des wasserléslichen Aortenextraktes (P,) durch fraktioniertes 


























Zentrifugieren. 
°/ des Trockengewichtes 
Frakt,| Jrennung d. | % Anteil ee ’ 
“| Zentrifug. an P,* | Hexosamin | Uronsaure N s 
(total) (Carbazol) 5 ‘ 
R, 2000 x g 39,4 0,97 0,74 12,39 0,89 
(Riickstand) 
R, 78000 x g 31,5 1,67 0,99 13,21 0,79 
(Riickstand) 
S; 78000 x g 18,5 11,8 11,38 8,40 2,42 
(Uberstand) 
* Mittelwert aus 9 Ansiitzen. 11,6% wurden als Frakt. 2 (wasserunléslich solide Partikeln) durch 
niedertouriges Zentrifugieren (5 Min.) entfernt. 


2. Isolierung des CS-Proteins aus menschlicher Aorta 


DaB es sich bei der durch Ultrazentrifugieren gewonnenen hexos- 
aminreichen Frakt.S,; nicht um ein einheitliches Mucopolysaccharid- 
Protein handelte, lieB sich durch Reinheitspriifung an der Cellulosesaule 
zeigen. Abb. 1 gibt das Durchlaufkonzentrationsdiagramm wieder, das 
nach der friiher beschriebenen Technik zur Trennung saurer Mucopoly- 
saccharide! angefertigt wurde. Dabei erfolgte eine Fraktionierung in 
drei verschiedene Komponenten, von denen die dritte (Frakt. V) die 
Hauptmenge (71,5%) des uronsaéurehaltigen Materials enthielt. Da das 
Verfahren unter schonenden Bedingungen am Neutralpunkt arbeitet 
und lediglich die in Gegenwart von Elektrolyten reversible Fallung 
saurer Mucopolysaccharide (bzw. ihrer Protein-Komplexe) mit Cetyl- 
pyridiniumchlorid als Trenneffekt ausnutzt, schien dessen Anwendung 
als weiterer Reinigungsschritt auch im praparativen MaBstab geeignet. 
Bei der praparativen Chromatographie an der Cellulosesdule, deren Er- 


Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chemie. 225 13 
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gebnis Tab. 3 wiedergibt, fiel in Frakt. I eine mit Cetylpyridiniumchlorid 
nicht fallbare, stickstoffreiche, nur wenig Hexosamin enthaltende Sub- 
stanz, in Frakt. III nur eine geringe, zur Analyse nicht ausreichende 
Menge Materials an. Die Hauptfrakt. V, die nach Ausweis der Analysen- 
daten und auf Grund ihres Verhaltens auf der Cellulosesdéule (Elution 
mit 1,5n MgCl,) als Rohprodukt des gesuchten CS-Proteins anzusprechen 
war, wurde nach Umfiallung, Rezentrifugation bei 102000 x g, Dialyse 
und Uberfiihrung in das Kaliumsalz durch Ionenaustausch-Chromato- 
graphie (Dowex 50) gereinigt und als einheitliches CS-Protein identi- 
fiziert (s. Abschnitt 3). 








mg CS-Protem —=— 


vi 


Ss 
ert 


I 


- = NK | 
franene: 1 0" top eh 0 oh 
Elution: =-1%CPC-—=(in-=-G25n ——=—05n ——=— }5n ——=-20n —— 
MgC, —— 
Abb. 1. Analytische Cellulosesiulen-Chromatographie! von 18,0mg Frakt. 8,. 
I = 0,565 mg, III = 2,015 mg, V = 12,885 mg (72% total). Elution mit Iproz. 
Cetylpyridiniumchlorid (CPC) und steigenden Konzentrationen an MgCl,. Ordinate : 
mg CS-Protein, gemessen durch die Carbazolreaktion. 











Tab. 3. Chromatographische Reinigung des CS-Proteins an der Cellulosesiule. 























Ausbeute in °%, des Trockengewichtes 
Frakt. 9 
on nie ae ,. | Hexosamin | Uronséure N 
8 aa re, : (total) (Carbazol) 
I 81,8 18,2 6,46 1,68 10,3 
IIl 23,4 5,2 — — — 
V 318,5 70,5 16,9 18,1 9,4 
* Es wurden 450 mg der Frakt. S, (Tab. 2) zur Chromatographie eingesetzt. 


Die Isolierung des CS-Proteins aus dem Rohprodukt S, 1aBt sich 
auch an Hand von UV-Spektren (Abb. 2) gut verfolgen. Wahrend das 
Ausgangsmaterial fiir die chromatographische Trennung eine starke, 
iiber einen Bereich von 270—250 my sich erstreckende Absorption zeigt, 
liegt das Maximum der als Verunreinigung abgetrennten Frakt. I bei 
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260 mu, was auf eine Beimischung von purinhaltigem Material (Nucleo- 
tide, Nucleinséuren) hinweist. Dagegen bewirkt Frakt. V (CS-Protein) 
lediglich einen ihrem Proteingehalt (etwa 20%) entsprechenden Ab- 
sorptionsschwerpunkt __ bei 

280 mu. Das zum Vergleich —— 10 
aufgezeichnete Spektrum des 7 | 
reinen CS-A laBt im Bereich PA 

des UV-Lichtes keine merk- 
liche-Absorption erkennen. 


bi a 

AY 
f A] 5 ze 
Abb. 2. UV-Spektren (in Wasser) /f 


des CS-Protein-Rohproduktes 8, 04 ] 
(0,69 mg/ml) der durch Chroma- 

tographie abgetrennten Frakt. I / Ae roten we, 
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3. Chemische Zusammensetzung des CS-Proteins 
und Reinheitskriterien 


Die analytischen Daten des isolierten Aorten-CS-Proteins sind in 
Tab. 4 enthalten. Geht man von der Annahme aus, daB es sich hier um 
einen echten CS-Protein-Komplex handelt und nicht um ein durch 
heteropolare Bindungen bedingtes Anlagerungsprodukt eines (basischen) 
Proteins an ein elektronegatives Mucopolysaccharid, so stellt sich 
erstens die Frage nach der Einheitlichkeit und Reinheit dieses Makro- 
molekils, zweitens nach der Menge‘und Art des am Aufbau dieses Kom- 
plexes beteiligten Proteins und drittens nach der Natur der Mucopoly- 
saccharid-Komponente. 


Tab. 4. Chemische Zusammensetzung des CS-Proteins aus menschlicher Aorta. 
Angaben in % des Trockengewichts. Die berechneten Werte legen die Annahme 
eines durchschnittlichen Anteils von 1,5 Aminosauren (Mol.-Gew. 150) pro Disac- 
charideinheit zugrunde (= K,C,,H,,NO,,8 - 5H,O - 1,5 Aminosaure, Mol.-Gew.775). 














Ber Gef. 
Hexosamin (Galaktosamin). . .. . 23,1 22,6 
LOPGNOAEO oo eg eS oe eS 25,1 25,2 
Ngee Rete ene.) Liles bad Arne: Sue 2 4,5 4,9 
Miette t Nae eee 4,5 4,6 
Protein (Biuretreaktion) ...... 19,4 19,1 
Hydroxyprolin. «.......- — <0,05 * 
CE ee a oe a ee 1,5 
LEE J yc ce eet ee —17,5 


* Bestimmt nach 1. c.’°, papierchromatographisch nicht nachweisbar. 
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Als ein Reinheitskriterium kann bereits die chromatographische 
Einheitlichkeit an der Cellulosesiule gelten. Die Tatsache, daB die Ver- 
bindung eine Kationenaustauschersaule (Dowex 50 H®-Form) verlustlos 
passiert, schlieBt allerdings heteropolare (Salz-)Bindungen zwischen 
Protein und Kohlenhydrat-Komponente nicht véllig aus, da auch stark 
basische Proteine im allgemeinen nicht durch den hier benutzten Ka- 
tionenaustauscher festgehalten werden. 

Als wesentlicher Beweis fiir das Vorliegen eines einheitlichen Pro- 
duktes muB das Verhalten in der analytischen Ultrazentrifuge * angesehen 
werden. Die in Abb. 3 wiedergegebenen, in 16 Min. Abstand gewonnenen 
Schlierendiagramme zeigen einen einzelnen scharfen, sich erst nach 
80 Min. durch Diffusion an der Basis verbreitenden Peak. Da auch bei 
allen anderen Sedimentationsgeschwindigkeitsmessungen nur ein ein- 
ziger Gipfel erschien, ist Paucimolekularitat nicht anzunehmen. Durch 
Bestimmung des Sedimentationskoeffizienten in verschiedenen Kon- 
zentrationen konnte auch die Sedimentationskonstante’s,,) mit 2,25 - 10-8 
[Sek.] ermittelt werden (Abb. 4). 





<Min. 


Abb. 3. Sedimentationsdiagramm von Chondroitinsulfat-Protein aus menschlichen 
Aorten (Spinco Modell E, 59780 U./Min., 20°, c = 0,6°%, 0,05m Phosphatpuffer, 
pH 7,2). 
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Abb. 4. Sedimentationskoeffizient von 
ia Chondroitinsulfat-Protein aus mensch- 
lichen Aorten in Abhangigkeit von der 
Konzentration (0,025m Phosphatpuffer, 
005 05S G0 pH 7,2). 


% CS-Protein —=— 
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Eine Berechnung des Molekulargewichtes aus der Sedimentationskonstante 
(2, ” nach Flory-Mandelkern unter Benutzung von [7] = 1,5 (s. Tab. 4) und 
inl = 0,565 ergab einen Wert M~x52000. Diesem Ergebnis diirfte jedoch erst 


* Fir freundliche Unterstiitzung danke ich Herrn Prof. Dr. Friedrich- 
Freksa, Max-Planck-Institut fiir Virusforschung, fiir die Durchfiihrung der Ver- 
suche Herrn E. Lanka, Max-Planck-Institut fiir Biologie, Tiibingen. 











= a. a we 





Bd. 325 (1961) Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, VI 197 


dann ein Aussagewert zukommen, wenn weitere nach anderen Methoden (Diffu- 
sionsmessungen, Archibald-Versuche) ausgefiihrte Molekulargewichtsbestimmungen 
ahnliche Resultate liefern. 

Die Priifung auf Einheitlichkeit in Elektrophorese-Experimenten 
stieB zundchst auf Schwierigkeit, da das Aorten-CS-Protein bei der 
Elektrophorese auf Cellulosepapier keinerlei Wanderungstendenz in 
einem pH-Bereich zwischen 2 und 10 zeigte. In diesem, weniger durch 
veranderte elektrische Ladung, sondern wahrscheinlich durch die ver- 
zweigte makromolekulare Struktur bedingten Phanomen liegt ein cha- 
rakteristischer Unterschied gegeniiber freiem CS. Es beweist weiterhin, 
daB unter den gewahlten schonenden Aufarbeitungsbedingungen aus 
menschlichen Aorten kein freies CS isoliert werden konnte und somit 
nicht mit dessen Existenz in der nativen Arterienwand gerechnet werden 
kann. Wie Tab. 5 angibt, gelang es jedoch, bei Anwendung von Acetyl- 
cellulose als Traégermaterial elektrische Beweglichkeit und Einheitlich- 
keit des CS-Proteins zu demonstrieren, das eine charakteristische ge- 
ringere elektrophoretische Beweglichkeit aufwies als CS-A. Anzeichen 
fiir eine Auftrennung in verschiedene Komponenten ergaben sich auch 
nicht bei Proteinfarbung, die neben der Toluidinblaufarbung zur Siche- 
rung der Identitét von Kohlenhydrat- und Proteinzone angewandt 
wurde. 


Tab. 5. Elektrophoretische Beweglichkeit (cm/Stde.) von CS-Protein und CS-A 
bei Papierelektrophorese (Barbituratpuffer pH 8,6, « = 0,1, 200 V, 25—50 mA, 











2—4 Stdn.). 
Tragermaterial * CS-A (B) (K-Salz) | CS-Protein 
Cellulose (2043b)...... 2,2 keine Wanderung 
Acetylcellulose (2043b) .. . 4,1 3,3 


* Schleicher & Schiill. 


Méglicherweise steht die geringere elektrophoretische Beweglichkeit des 
CS-Proteins gegeniiber dem CS-A in Beziehung zu dem unterschiedlichen elektro- 
phoretischen Verhalten der CS-Isomeren A und C, unter denen CS-C, das hier als 
Kohlenhydratkomponente im CS-Protein vorliegt (s. u.), in allen bisher gepriiften 
Puffersystemen und zwischen-pH 2,5 und 9,5 regelmaBig eine langsamere Wande- 
rungsgeschwindigkeit zeigt als die Isomeren A oder B?%, 

Legt man als theoretischen Wert fiir die Disaccharideinheit des 
CS-A (B, C) mit K,C,,H,,NO,,S -4 H,O ein Molekulargewicht von 607 
zugrunde, so errechnet sich aus den Werten fiir das CS-Protein ein 
Proteinanteil von 20° aus dem Uronsauregehalt der Polysaccharid- 
komponente und ebenso bei Beriicksichtigung des Stickstoffwertes unter 
der Annahme, da neben der CS-Komponente (N-Gehalt = 2,3) nur 
Protein-N vorhanden ist. 

Der Proteingehalt wurde weiterhin durch die Biuretmethode mit 
19,1% bestimmt. Wichtig war ferner die Feststellung, daB in der Protein- 


13 T. B. Adams, Nature [London] 186, 555 [1960]. 
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komponente die Aminoséure Hydroxyprolin vollig fehlte, weil hiermit 
Hypothesen tiber Beziehung zum Kollagen bzw. tiber die Funktion als 
chemisch gebundene Kittsubstanz kollagener Fasern hinfallig werden. 
Naher liegt auch die nach Isotopenversuchen® wahrscheinliche Annahme 
eines spezifischen Proteins, dessen Aminosduren fiir das hier isolierte 
Aorten-CS-Protein einer qualitativen papierchromatographischen Ana- 
lyse unterzogen wurden, wobei folgende Aminosduren identifiziert 
wurden: Leucin, Phenylalanin, Valin, Tyrosin, Prolin, Alanin, Glutamin- 
siure, Asparaginséure, Threonin, Glycin, Serin, Cystein, Arginin, Lysin. 

DaB es sich bei der Mucopolysaccharidkomponente um ein CS han- 
delt, geht aus Tab. 4 hervor. Jedenfalls 1aBt das ausschlieBliche Vor- 
handensein von Galaktosamin, das aquimolare Vorhandensein von 
Aminozucker und Uronsaure sowie die Héhe des Schwefelgehaltes keine 
andere Deutung oder die Zuordnung zu irgend einem anderen sauren 
Mucopolysaccharid zu. ; 

Zur Entscheidung iiber die Frage, welcher CS-Typ hier vorliegt, 
kann einmal das Verhalten in polarisiertem Licht (optische Drehung) 
mit herangezogen werden. Der hier ermittelte Wert von —17,5° spricht 
mit einiger Sicherheit gegen das Vorliegen von CS-B und mit Wahr- 
scheinlichkeit auch gegen den Typ A. Die demnach vorhandene Alter- 
native zwischen den Typen A und C wurde auf Grund des Infrarot- 
spektrums (s. u.) entschieden. 

Die CS-Isomeren A, B und C zeigen im Infrarotspektrum neben einer starken 
Bande bei 1240 em-", die der S-O-Streckungsschwingung zuzuordnen ist, im Bereich 
zwischen 800 und 850 cm~-! Banden, die mit der Position der Sulfatgruppe des 
Hexosaminanteils in Beziehung gebracht werden. Dabei gilt eine bei 820 cm-! 
fiir CS-C (N-Acetyl-galaktosaminmonosulfat-(6)), eine solche bei 850 em-! fiir CS-A 
und -B (N-Acetyl-galaktosaminsulfat-(4)) als charakteristisch'*. Diese Banden, 
die sich auch an synthetischen Monosaccharid-Sulfaten nachweisen lassen, ver- 
schwinden bei chemischer Desulfurierung. Nach Mathews" ist ferner eine Bande 
bei 1000 cm— fiir CS-C typisch, die bei CS-A und -B fehlt. 

Das Infrarotspektrum des Aorten-CS-Proteins laBt keine Bande bei 
850 cm-! (bzw. bei 845 cm-!, die bei dem als Referenzsubstanz benutzten 
Bariumsalz des CS-A auftrat) erkennen, wonach fiir das Aorten-CS- 
Protein die Existenz der Typen CS-A und -B auszuschlieBen ist. Dagegen 
sprechen die bei 815 cm-! und 995 cm-! vorhandenen Banden fir das 
Vorliegen von CS-C. Dies bestatigte sich auch bei Priifung der CS-Kom- 
ponente, die durch NaOH-Abbau aus dem CS-Protein gewonnen wurde. 

















































4. Viskositatsmessungen 


Vergleicht man die in Tab. 4 angegebenen Werte tiber die chemische 
Zusammensetzung des Aorten-CS-Proteins mit den von Schubert® fiir 
das Chondromucoprotein aus Rindernasenknorpel mitgeteilten Daten, 
so fallt eine weitgehende Analogie auf. Abgesehen von dem etwas héheren 
14 A. G. Lloyd u. K. 8S. Dodgson, Nature [London] 184, 548 [1959]. 

15 M. B. Mathews, Nature [London] 181, 421 [1958]. 
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Proteingehalt des aus der Aorta isolierten Produktes und dem Vor- 
handensein vom CS Typ C gegeniiber dem Produkt aus Nasenknorpel 
liegen wesentliche Unterschiede vor allem in der Molekiilgestalt und im 
Molekulargewicht, wie  ver- 

gleichende Viskositaétsmessun- 7 
gen an C§S-Proteinen ver- 
schiedener Herkunft im Gegen- 
satz zu freiem CS ergaben. Als 
Vergleichspraparate wurden 

ein CS-Protein aus Rinder- 

nasenknorpel und mensch- 

lichem Rippenknorpel — ge- é x 
messen, die zusatzlich chroma- | ra 
tographisch gereinigt waren. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 5 
dargestellt. 2 
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Abb. 5. Reduzierte Viskositat 

(“rea = Nsp/c) verschiedener CS- 

Proteine in Abhangigkeit von der 
Konzentration. 


A: CS-Protein aus Rindernasen- 1 
knorpel 

B: CS-Protein aus menschlichem ms 
Rippenknorpel pean | 

C: CS-Protein aus menschlichen | 
Aorten gl G2 03 

D: CS-A. c¢ [9/100m\] —— 


















































04 05 


Fir das Viskositaétsverhalten linearer Makromolekiile ist charakte- 
ristisch, daB einerseits die spezifische Viskositat schon bei geringen Kon- 
zentrationen starker als proportional mit der Konzentration ansteigt und 
andererseits mit wachsendem Polymerisationsgrad die Viskositatskon- 
zentrationskurven steiler werden. Diese Beziehung gilt — wie aus den 
dargestellten Kurven hervorgeht — auch fiir die CS-Proteine verschie- 
dener Herkunft: Wahrend das CS-Protein aus menschlichen Aorten eine 
nur geringe, aber gegeniiber reinem CS deutlich erhéhte Viskositat und 
ein relativ niedriges Molekulargewicht (s. Abschnitt 3) besitzt, nehmen 
Molekulargewicht und Fadenmolekiilcharakter mit steigender Viskositat 
zu, was vor allem fiir das CS-Protein aus Rindernasenknorpel gilt, dessen 
Molekulargewicht mit 10® bis 107 und dessen Molekiilgestalt mit 3700 A 
x 36 A angegeben wurde’. Die Bedeutung dieser Befunde ist vor allem 
darin zu sehen, daB das ubiquitaér im Bindegewebe verbreitete CS, das 
in seiner chemischen Struktur festgelegt ist, durch Bindung an Protein 
in verschiedenen Varianten auftreten kann, die durch ihr physiko- 
chemisches Verhalten unterschieden werden kénnen. 
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5. Abbau des CS-Proteins durch Alkali 
und proteolytische Enzyme 


Bei dem Versuch, die CS-Komponente des CS-Proteins durch Ab- 
trennung des EiweiBanteiles zu isolieren und als CS-C zu charakterisieren, 
wurde der verbesserte NaOH-Abbau® sowie eine kombinierte Proteolyse 
mit Pepsin und Trypsin herangezogen. Die Analyse der hierbei erhaltenen 
Produkte ist in Tab. 6 wiedergegeben. 


Tab. 6. CS-Protein aus menschlicher Aorta nach Abbau mit NaOH 
bzw. Pepsin/Trypsin. 








CS-A, K-Salz CS-Protein (hum. aorta) 
K,C,,H,,NO,,8 -4H,O nach Abbau mit 
Ber. Gef. NaOH Pepsin/Trypsin 
Hexosamin 29,48 30,1 ai52 24,8 
(als Galaktosamin) . : 
Glucuronsaure. . . 31,95 31,4 29,6 25,9 
ae + ee ee 2,3 2,3 2,82 2,99 
eee re eee 5,3 5,97 4,01 4,32 
[2 epee es ee —30° bis —19,2° —21,6° 
. 33° 














Dabei zeigt sich, daB beim Abbau mit 0,2n NaOH bei 37° iiber 
5 Stdn. zwar Hexosamin- und Glucuronsiurewerte gefunden werden, 
die den theoretisch zu erwartenden sehr nahe kommen, daB jedoch eine 
Entfernung des Proteins nicht vollstandig gelingt, wie der zu hohe Stick- 
stoffwert anzeigt, und daB bei der NaOH-Behandlung offenbar Verluste 
an Estersulfat entstehen, so daB der Schwefelgehalt (4,01°) betrachtlich 
unter dem theoretischen Wert (5,3°%) bleibt. Dies ist allerdings ein nach 
Durchsicht der Literatur (Obersicht s. |. c.1°) nicht ungewohnlicher Be- 
fund und liegt vermutlich daran, daB bei der Abtrennung des CS ein Teil 
der Sulfatgruppen am Protein verbleibt. Fiir diese Deutung spricht auch 
der Befund, daB ebenfalls nach enzymatischem Abbau der Schwefel- 
gehalt mit nur 4,32% erheblich unter dem theoretischen Wert liegt, 
obwohl dieser nicht in der Hohe des freien CS angenommen werden kann, 
da Stickstoffanalyse sowie Hexosamin- und Glucuronsauregehalt darauf 
hinweisen, daB der Pepsin/Trypsin-Abbau im ganzen weniger effektvoll 
ist und wahrscheinlich die eigentlichen kovalenten Protein-Kohlen- 
hydrat-Bindungen weder durch Pepsin noch Trypsin angegriffen werden. 
(Allerdings wurde fiir den enzymatischen Abbau nicht das reine CS- 
Protein, sondern dessen Vorstufe S, als Ausgangsmaterial verwandt.) 
Die optische Drehung der erhaltenen Abbauprodukte bestatigt auch hier 


16 H. G. Elias u. F. Patat, Zur Isolierung und Charakterisierung von Chon- 
droitinschwefelsauren, 8. 233, Verlag der Wissenschaften u. der Literatur in Mainz, 
in Kommission bei Franz-Steiner-Verlag, Wiesbaden 1960. 
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das Vorliegen von CS-C, dessen Drehwerte zwischen —16° und —22° 
angegeben werden?’. 


Diskussion 


Die vorliegenden Ergebnisse zur Isolierung und Charakterisierung 
eines CS-Proteins aus menschlicher Aorta erlauben verschiedene Fest- 
stellungen: Allgemeine Bedeutung hat die Tatsache, daB das Prinzip der 
Polysaccharid-Proteine als native Zustandsform saurer Mucopoly- 
saccharide nicht nur fiir Knorpelgewebe Giltigkeit besitzt, sondern auch 
auf andere Bindegewebstypen — wie hier am Beispiel der Arterienwand 
gezeigt — ausgedehnt werden muB. Es ist einleuchtend, daB im Hinblick 
auf das vollige Fehlen freien CS in der Arterienwand — eine Beobachtung, 
die wir auch® fiir den Rindernasenknorpel machten — das Problem der 
biologischen Funktion des Chondroitinsulfats mehr unter dem Aspekt 
des physiko-chemischen Verhaltens und des makromolekularen Baues 
des CS-Proteins zu betrachten ist und alle bisherigen Vorstellungen iiber 
die physiologische Funktion, die die chemischen und physikalischen 
Eigenschaften des freien CS zugrunde legten, nur begrenzten Aussage- 
wert besitzen. DaB es sich bei dem beschriebenen CS-Protein um ein 
chemisch einheitliches Makromolekiil handelt, kann nach Erfiillung der 
gepriiften Einheitlichkeitskriterien (Chromatographie, Elektrophorese, 
Ultrazentrifuge) vorausgesetzt werden. 

Die Konstitution des Aorten-CS-Proteins weicht von den bisher aus 
Knorpelgewebe dargestellten analogen Produkten insofern ab, als hier 
erstmals das CS-C als Polysaccharidkomponente identifiziert wurde. Es 
mu8 allerdings betont werden, daB, obschon die auf optischen Dreh- 
werten und Infrarotspektren basierende Beweisfiihrung zu den allgemein 
anerkannten Methoden zahlt, gerade in der Arterienwand die Rein- 
darstellung des freien Chondroitinsulfats auf Schwierigkeiten stoBt, die 
groBer sind, als in jedem anderen Bindegewebe?. Die unvollstandige 
Abtrennung des aminosaurehaltigen Materials der Proteinkomponente 
bei Versuchen, das Aorten-CS-Protein zu freiem CS abzubauen, ist daher 
Ausdruck einer teilweisen Resistenz der eigentlichen Kohlenhydrat- 
Protein-Bindung gegentiber Alkali und proteolytischen Enzymen. In 
diesem Sinne sind auch die Angaben iiber einen ,,Mucopolysaccharid- 
Protein-Komplex‘‘ aus Kalbsaorta zu werten!®, der selbst nach enzy- 
matischer Entproteinisierung noch als — allerdings nicht naher defi- 
nierter — Mucopolysaccharid-Protein-Komplex bezeichnet wurde. Es 
ist somit vorlaufig nicht auszuschlieBen, daB Drehwerte und IR-Spektren 
unter solchen Verhaltnissen nicht zuverlaissige Ergebnisse liefern, so daB 
fiir die menschliche Aorta die Unterscheidung der Isomeren des CS etwas 
problematisch bleibt, auch wenn nach den vorliegenden Ergebnissen der 
Existenz von CS-C als Bestandteil des CS-Proteinkomplexes menschlicher 
Aorten sehr viel gréBere Wahrscheinlichkeit zukommt als dem CS-A, 


17 J, Einbinder u. M. Schubert, J. biol. Chemistry 191, 591 [1951]. 
18 §. Yu u. H. Blumenthal, J. Gerontol. 18, 366 [1958]. 
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das entgegen friiheren Angaben! nur in der Rinderaorta vorhanden ist!* 

Molekulare Form und Molekulargewicht des Aorten-CS-Protein: 
unterscheiden sich von denen des freien CS. Dies geht schon aus dei 
Viskositaétsmessungen hervor, die gleichzeitig die Unterschiede zwischer 
den CS-Proteinen verschiedener Herkunft deutlich machen. Die Kon 
zentrationsabhangigkeit des Quotienten 7,,/c, wie sie die Viskositats 
Konzentrations-Kurve des Rindernasenknorpel-CS-Proteins zeigt, weist 
auf das Vorliegen linearer Makromolekiile hin. Dagegen ist beim Aorten 
CS-Protein 7s,/¢ verhaltnismaBig wenig abhangig von der Konzentration. 
was dem Verhalten mehr kugelférmiger Makromolekiile entspricht, fii 
die im Idealfall dieser Wert konstant ist. Diese an homéopolaren Makro- 
molekiilen gewonnenen Erkenntnisse haben auch fiir Polyelektrolyte unter 
Voraussetzung der Anwesenheit eines Elektrolytiiberschusses Giltigkeit. 

Ob allerdings die groBen Differenzen im Molekulargewicht der ein- 
zelnen CS-Proteine reell sind, muB noch offen bleiben, vor allem, nach- 
dem gegen die alleinige Heranziehung der Streulichtmessungsmethode® 
zur Ermittlung des Molekulargewichtes und zur Beurteilung der mole- 
kularen Form, mit der die Angaben fiir das Rindernasenknorpel-CS- 
Protein gewonnen wurden, Bedenken erhoben wurden !®. 

DaB die Proteinkomponente keine Beziehungen zum Skleroproteid 
Kollagen besitzt, beweist das andersartige Aminosdéurespektrum, ins- 
besondere das véllige Fehlen von Hydroxyprolin. Die Spekulation tiber 
die Rolle von Kohlenhydraten als ,,Kittsubstanz‘* der Kollagen-Peptid- 
ketten ist ohnehin auf Grund neuerer Befunde®® durch konkrete Vor- 
stellungen ersetzt worden, wonach Hexosen je zwei Kollagen-3-Ketten- 
spiralen durch ester- und glykosidische Bindungen miteinander ver- 
kniipfen und auch sicher feststeht, daB das CS selbst kein Baubestandteil 
des Kollagens ist. 

In gleicher Weise stellt sich fiir das Aorten-CS-Protein die Frage, 
welcher Bindungstyp zwischen CS und Protein anzunehmen ist. Bei Aus- 
schluB heteropolarer Bindungen kommen nach den bisherigen Erfahrungen 
u.a. alkalilabile Esterbindungen in Betracht, an denen y-Carboxyl- 
gruppen der Glutaminsaure beteiligt sein konnten. Solche Bindungstypen 
sind fir das Submaxillarismucin nachgewiesen worden*!, doch lassen 
sich vorlaufig auch glykosidische Bindungen nicht ausschlieBen. Diese 
Fragen sind Gegenstand derzeitiger Untersuchungen, in denen die che- 
mische Natur der Kohlenhydrat-EiweiB-Verkniipfung und ihre enzy- 
matische Angreifbarkeit geklart werden sollen. 

Diese Arbeit wurde durch den U. 8. Public Health Service Research 
Grant A 28 C und die Deutsche Forschungsgemeinschaft in dankenswerter 
Weise unterstiitzt. 

19 G.S. Berenson, Circulation Res. 7, 889 [1959]; K. Meyer, E. Davidson, 
A. Linker u. P. Hoffman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 506 [1956]. 

20 H. H6rmann, Vortrag: Tagung iiber Grundfragen aus der Silikoseforschung, 
26. Nov. 1960, Bochum. 

21 A.Gottschalku. W. H. Murphy, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam ]} 
46, 81 [1961]. 
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Zusammenfassung 

Extraktion, Reindarstellung, chemische und _ physiko-chemische 
Eigenschaften eines Chondroitinsulfat-Proteins aus menschlicher Aorta 
werden beschrieben. Die praparative Darstellung erfolgt nach voran- 
gehender mechanischer Homogenisierung unter schonenden Bedingungen 
in der Kalte und in waBrigem neutralem Milieu. 

Das isolierte Chondroitinsulfat-Protein erweist sich bei Saulen- 
chromatographie, Elektrophorese und in der analytischen Ultrazentrifuge 
(89 = 2,25) als einheitliches Makromolekiil und ist als native Zustands- 
form des Chondroitinsulfats in der Arterienwand anzusehen. Es enthalt 
20% eines nicht mit Kollagen identischen oder verwandten Proteins, das 
mit dem Chondroitinsulfat in hauptvalenter, teilweise alkalilabiler Bin- 
dung verkniipft ist. 

Die Kohlenhydratkomponente des Chondroitinsulfat-Proteins wird 
durch chemische Analyse, optische Drehung und Infrarotspektrum als 
Chondroitinsulfat C identifiziert. 


Summary 

Extraction, purification, chemical and physical properties of a 
chondroitin sulphate-protein from human aorta are described. The pre- 
paration is carried out after mechanical homogenisation in the cold, 
in neutral, aqueous suspension. 

The isolated chondroitin sulphate-protein behaves as a homogeneous 
macromolecule in column chromatography, electrophoresis and the 
analytical ultracentrifuge (s) = 2.25), and is considered to be a native 
form of chondroitin sulphate in the arterial wall. It contains 20% of a 
protein, neither identical nor related to collagen, which is in a partially 
alkali-labile, principal valence combination with the chondroitin sulphate. 

The carbohydrate component of the chondroitin sulphate-protein 
has been identified as chondroitin sulphate C by chemical analysis, optical 
rotation and infra-red spectrum. 


Doz. Dr. E. Buddecke, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Tiibingen, Gmelinstr. 8. 
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Zur Bausteinanalyse der Carboanhydratase 


aus Rindererythrocyten 
Von 
Manfred Lieflinder und Hermann Stegemann 
Aus der Medizinischen Forschungsanstalt der Max-Planck-Gesellschaft zu G6ttingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1961) 


Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der Carboanhy- 
dratase (CAH), eines zinkhaltigen Ferments, das bei neutralem pH die 


Reaktion 
CO,(aq.) + H,O = H® + HCO? 


katalysiert; sind von vielen Autoren untersucht worden!. Zu seiner Dar- 
stellung erwiesen sich die Erythrocyten, vor allem die aus Rinderblut, 
als ergiebigste Quelle*. Bis zur Veréffentlichung von Lindskog?® war 
noch kein Enzympraparat bekannt, das sich sowohl in der Ultrazentri- 
fuge als auch in der Elektrophoresekammer als einheitlich erwies. Selbst 
die besten CAH-Praparate von Petermann und Hakala‘ enthielten 
noch 10 bis 15% Verunreinigungen. Das Molekulargewicht betrug etwa 
300004, der isoelektrische Punkt 5,3°. In trockenem Zustand ist das Fer- 
ment unbegrenzt haltbar, wohingegen es in wabriger Lésung, vor allem 
bei Zimmertemperatur und in groBer Verdiinnung, bald seine Aktivitat 
einbiBt. Dieser Aktivitatsverlust tritt auch bei pH-Werten unter 3 und 
tiber 13 schnell ein. 

Die reinsten Praparate, die man bis 1960 aus Rindererythrocyten 
erhielt, enthielten 14,9——15,02° bzw. 15,9°%7 Stickstoff. Scott’ und 
Mendive ermittelten bei einem hochgereinigten Ferment einen Zink- 
gehalt von 0,15%, bei einem ,,kristallisierten‘* Produkt jedoch 0,20 bis 
0,23°%7. Das hieBe, bezogen auf den Wert 30000, 1 g-Atom Zink pro Mol 
CAH. Wie Keilin und Mann? festgestellt haben, laBt sich das Zink nur 
unter irreversibler Inaktivierung des Ferments abspalten. Lindskog?® 
beschrieb vor kurzem eine neue Methode zur Reinigung von CAH aus 


1 Zusammenfassende Berichte: F. J.W. Roughton u. A. M.Clark in J. B. 
Sumner u. K. Myrback, The Enzymes, Bd. I/2, 8. 1252, Academic Press Inc., 
New York 1951; H. Gibian, Angew. Chem. 66, 249 [1954]; B. L. Vallee, Ad- 
vances Protein Chem. 10, 317 [1955]; G. Weitzel, Angew. Chem. 68, 566 [1956]. 

2 D. Keilin u. T. Mann, Biochem. J. 34, 1163 [1940]. 

3 §. Lindskog, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 39, 218 [1960]. 

4M. N. Petermann u. M. V. Hakala, J. biol. Chemistry 145, 701 [1942]. 
5 F. J. W. Roughton, Harvey Lectures, Ser. $9, 96 [1943/44]. 

6 M. Leiner u. G. Leiner, Biol. Zbl. 60, 449 [1940]. 
7D. A. Scott u. J. R. Mendive, J. biol. Chemistry 140, 445 [1941]. 
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Rindererythrocyten, wobei er sich der Chromatographie an DEAE-Cellu- 
lose-lonenaustauschern und der Ionenelektrophorese in Celluloseséulen 
bediente. Dabei erhielt er zwei elektrophoretische Komponenten, die die 
gleiche spezifische Aktivitét und Sedimentationskonstante (3,06 S) 
besaBen. Daraus lieB sich ein Molekulargewicht von 31000 berechnen. 
Das so dargestellte Enzym enthielt 16,1% Stickstoff, 0.34% Schwefel 
und 0,21% Zink, entsprechend 3 Atomen Schwefel und 1 Atom Zink 
pro Fermentmolekiil. 

Berichte iiber eine totale Bausteinanalyse der CAH sind uns nicht 
bekannt. Lediglich Scott und Mendive bestimmten den Gehalt an 
Tyrosin und Cystin zu 4,1% und 1,3%. Die von uns durchgefiihrte Bau- 
steinanalyse (s. Tabelle) wurde an einem Ferment, welches iiber eine 
DEAE-Cellulosesiule chromatographiert wurde, vorgenommen. Dabei 
bedienten wir uns weitgehend der von Lindskog? angegebenen Methode. 
Bei Verwendung von DEAE-Cellulose der Kapazitat 1,1-+-0,1 mAquiv. lg 
erhielten wir auch bei der Fraktionierung gréBerer Mengen an aufgear- 
beiteten Extrakten aus Rindererythrocyten im allgemeinen 2 Gipfel, von 
denen der erste die gréBere Menge an CAH anzeigte. Wie die Versuche 
von Lindskog ergaben, erwies er sich in der Zonenelektrophorese als 
einheitlich, wahrend der zweite in 3 Banden aufgelést wurde, von denen 
2 CAH-Aktivitat aufwiesen. Wir trennten die erste chromatographierte 
Fraktion sauber von der zweiten, dialysierten sie gegen dest. Wasser bei 
4° und unterwarfen sie der Gefriertrocknung (Praparat I). Auf diese 
Weise erhielten wir aus 5100 m/ gewaschener Rindererythrocyten 3,2 g 
gereinigte CAH. Die bei 60° und 1 Torr tiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknete Substanz enthielt 0,20% Zn (polarographisch bestimmt nach 
1. c.8), 0,34% S*, 14,9% N (Kjeldahl). 

Zur Reinheitskontrolle wurde ein Teil des Praparates I an DEAE- 
Cellulose rechromatographiert, wobei man diesmal nur einen Gipfel 
erhielt. Diese Fraktion wurde ebenfalls bei 4° gegen dest. Wasser dialy- 
siert und gefriergetrocknet (Praparat II). Nach der oben beschriebenen 
Trocknung tiber Phosphorpentoxyd bei 60° und 1 Torr ergaben sich fol- 
gende Analysenwerte: 0,21% Zn, 0,32% S, 16,1% N. Das Absorptions- 
spektrum von 240—300 my ergab ein Minimum bei 251 my und ein 
Maximum bei 280 mu. Das Verhaltnis F'y.9/H45) war 1,8. Die katalytische 
Aktivitét von etwa 1800 Philpot-Einheiten/mg wurde nach der von 
Keilin und Mann? modifizierten Philpot-Methode gemessen. Zur Bau- 
steinanalyse wurden 10 mg des getrockneten Praparates I in 60 ml 
6n HCl bei 105° hydrolysiert und aliquote Teile je nach 15, 30 und 60 
Stdn. zur Analyse entnommen. Die quantitative Bausteinanalyse erfolgte 
8 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 

® M. Lieflander u. H. Fitzek, unverdéffentlicht. Die Probe wurde nach 
H. Roth (Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 36/87, 379 [1951]) aufgeschlossen, 
das Sulfat mit Jodwasserstoffsiure, d = 1,70, die 1%, Kaliumhypophosphit ent- 
hielt, reduziert, der entstandene Schwefelwasserstoff in CdCl,-Lésung destilliert, 


das CdS mit Jod umgesetzt, der Uberschu8 an Jod mit Thiosulfat titriert. Die 
Einzelheiten werden an anderer Stelle veréffentlicht. 
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nach vorheriger Trennung der Aminosauren an Dowex 50X8 Kationen- 
austauscher mit Ninhydrin!®, diejenige des Praparates II erst nach Oxy- 
dation mit Perameisensaure"! in gleicher Weise nach 20—40 stdg. Hydro- 
lyse in 6n HCl bei 105°. Zur Sicherung des gefundenen Cystein-Wertes 
wurde das Praparat II auch noch 5 Stdn. mit siedender Jodwasserstoff.- 
siure (d=1,70), die 1% Kaliumhypophosphit enthielt, hydrolysiert 
und das freigemachte Cystein nach entsprechender Vorbehandlung!* 
titriert. 


Aminoséurenzusammensetzung von Carboanhydratase aus Rindererythrocyten. 








‘ ugAminosaure pro 10 mg Protein* | Mol/Mol CAH (Mol.-Gew. 31000) 
Aminosaure 
I II I II 
CySH 30,54) 33,6¢); 43,04) 0,56 0,62; 1,09 
Asp 1310,0 1338,9 _ 380.6 31,1 
Met 143,1 >) 119,1 ©) 2,4° 2,04. 
Thr 541,5 542,9 14,1 14,2 
Ser 568,4 507,9 16,8 15,1 
Glu 1034,2 1003,0 4 By | 21,7 
Pro 571,0 538,3 15,4 14,6 
Gly - 482,2 490,8 19,9 20,3 
Ala 361,7 386,5 12,6 13,4 
Val 545,8 473,9 14,4 12,6 
Tleu 192.6 167,9 4,5 3,4 
Leu 1105,2 989,2 26,1 23,4 
Tyr 381,6 351,4f) 6,5 6,0 
Phe 619,6 510,7 10,4 9,6 
NH? 185,2 200,1 =} ay 34,6 
Lys 813,6 740,7 17;2 15,6 
His 513,1 469,3 10,2 9,5 
Arg 654,7 570,5 11,7 10,1 
Gesamt-N 1490,0 1610,0 as —- 
Gesamt-S 34,0 32,0 350 3,1 
Zn 20,0 21,0 0,96 1,0 














* I Wahrscheinlichste Werte nach 15, 30 und 60stdg. Hydrolyse. 
II Wahrscheinlichste Werte nach 20 und 40stdg. Hydrolyse; das Protein war vorher mit 
Perameisensiure behandelt. 
a) Bestimmt als Cysteinsiure in einer gesonderten Probe nach Oxydation mit Perameisen- 
siure; b) als Sulfoxyd; c) als Cysteinsiiure; d) als Cystein durch Titration; e) als Methioninsulfon; 
f) die Probe war nicht mit Perameisensiure behandelt. 


Eine 14stdg. Dialyse des in waiBr., 10-*m o-Phenanthrolin (pH 7,0) 
gelésten Praparates II (0,1%) gegen eine 10-*m o-Phenanthrolinlésung 
bei 4° ergab keinen meBbaren Aktivitats- und Zinkverlust. Schiittelte 
man jedoch eine 0,lproz. waBr. Lésung des Praparates II mit einer 
0,lproz. Lésung von Dithizion in Tetrachlorkohlenstoff (1:1, v/v) bei 
Zimmertemperatur, so farbte sich die organische Phase rot unter Abschei- 
dung des denaturierten Enzyms an der Grenzflaiche der beiden Phasen. 





10H, Stegemann, diese Z. $19, 87 [1960]. 
1H. Stegemann, diese Z. $12, 255 [1958]. 
12M. Lieflander u. H. Tronnier, Dermatologica [Basel] 109, 295 [1954]. 
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SH-Gruppen wurden quantitativ mit Nitroprussidnatrium", sowie spek- 
trophotometrisch!* unter Verwendung von p-Chlormercuri-benzoat. be- 
stimmt (pH 7,0, Phosphatpuffer 0,05m). Messungen am aktiven und 
damit intakten Ferment ergaben keine freie SH-Gruppe. Diese Befunde 
stimmen mit den in der Literaur beschriebenen tiberein’: 1°. 

Bei Versuchen zur Kinetik der CAH aus menschlichen Erythrocyten 
hat Davis?’ bei der Einwirkung starker Komplexbildner wie o-Phenan- 
throlin, Natriumathylendiamin-tetraacetat, Athylendiamin und Methy]l- 
amin auf das Enzym bei pH 7 selbst bei einer 104—107 fachen Konzen- 
tration an Komplexbildnern keinen hemmenden EinfluB auf die Enzym- 
aktivitaét feststellen kénnen. Ahnliche Befunde erhielten Keller und 
Peters!* an CAH aus Rindererythrocyten. Wie diese Versuche zeigen, 
ist das Zinkatom der CAH fest in die Molekularstruktur des Proteins ein- 
gebaut. Natriumsulfid, ein sehr wirksamer, nichtkompetitiver Inhibitor, 
ist wahrscheinlich bei dem vorliegenden pH an das Zinkatom gebunden. 
Davis weist darauf hin, daB CO, nicht an das Zinkatom gebunden sein 
kann, weil die Assoziationskonstante fiir Enzym und Inhibitor die 
gleiche war wie fiir Enzymsubstratkomplex und Inhibitor. Er ver- 
mutet, daB das Zink an der Katalyse beteiligt ist, indem es entweder dem 
Enzymmolekiil eine besondere Konfiguration erméglicht oder durch eine 
Hydroxylgruppe bzw. irgendeine andere spezifische Eigenschaft zur 
Hydratation beitragt. 

Nach Roughton und Booth!® zeigen Puffer aus geradkettigen 
N-Basen wie NH,OH keine bemerkenswerte katalytische Aktivitat, ob- 
wohl sie sich schnell mit CO, unter Biléung von Carbaminoverbindungen 
vereinigen. Dagegen zeigen cyclische N-Basen, z. B. Imidazol, die keine 
Carbaminoverbindungen bilden, katalytische Aktivitaét. Die Wirkung 
ist proportional der Konzentration des negativeren Bestandteils, in 
diesem Falle der unionisierten N-Base. Gemischte Verbindungen wie z. B. 
Histidin haben eine katalytische Wirkung und bilden Carbaminosauren. 
Die englischen Autoren vermuten einen Mechanismus, in welchem CO, 
(oder H,CO;) sich reversibel mit dem negativen Bestandteil des Puffers 
vereinigt. 

Auf Grund der oben gegebenen Bausteinanalyse enthalt 1 Molekil 
Rinder-CAH (31000) 2 Molekiile Methionin, 1 Molekil Cystein und 
10 Molekiile Histidin. Da keine anderen starken Zinkkomplexbildner 
unter den 17 Aminosduren vorhanden sind, nehmen wir eine Chelatbin- 


13 R. R. Grunert u. P. H. Phillips, J. biol. Chemistry 18i, 820 [1949]; 
Arch. Biochemistry 30, 217 [1951], zit. nach F. P. Chinard u. L. Hellermann 
in D. Glick, Methods of Biochemical Analysis, Bd. I, 8. 1, Interscience Publishers, 
New York 1954. 

4 P. D. Boyer, J. Amer. Chem. Soc. 76, 4331 [1954]. 

15 N. Haugaard, J. biol. Chemistry 164, 265 [1946]. 

16 H. Keller u. H. U. Peters, diese Z. 317, 228 [1959]. 

17 Zit. nach B. L. Vallee in Advances Protein Chem. 10, 317 [1955], u. zwar 
8. 337. 

18 F. J. W. Roughton u. V. H. Booth, Biochem. J. 32, 2049 [1938]. 
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dung zwischen Zink, Cystein und Histidin an, die fest in die Protein 
struktur der CAH eingebaut ist. Die Funktion des Zinks scheint un: 
darin zu bestehen, den oder die entscheidenden Histidinreste in eine Lage 
zu bringen, in der sie ihre katalytische Wirksamkeit so entfalten kénnen 
wie Roughton und Booth!* vermuten. 


Herrn Professor Dr. Dr. Kar] Thomas danken wir fiir die groBziigige Unter 
stiitzung und Forderung unserer Arbeit. 


Zusammenfassung 


Carboanhydratase aus Rindererythrocyten wurde tiber einen DEAE- 


Cellulose-Ionenaustauscher gereinigt und rechromatographiert. Sie ent- 
hielt 16,1°% Stickstoff, 0,21°% Zink, 0,32°, Schwefel und besaB eine Akti- 
vitat von etwa 1800 Philpot-Einheiten/mg. Das Zink wurde auch mit 
starken Komplexbildnern nicht aus dem intakten Ferment entfernt. 
Freie SH-Gruppen konnten nicht nachgewiesen werden. Die Baustein- 
analyse ergab 17 verschiedene Aminosauren. Auf ein Mol Carboanhydra- 
tase (Mol.-Gew. 31000) kamen 2 Mole Methionin, 1 Mol Cystein und 
10 Mole Histidin. Es wird eine Chelatbindung zwischen Zink, Cystein 
und Histidin angenommen, die fest in die Proteinstruktur eingebaut ist. 
Die Funktion des Zinks soll evtl. darin bestehen, die Histidinreste in eine 
Lage zu bringen, in der sie ihre katalytische Wirksamkeit entfalten 
k6nnen. 


Summary 

Carbonic anhydrase from bovine erythrocytes was purified by ion 
exchange on DEAE-cellulose and submitted again to chromatography. It 
contained 16.1% nitrogen, 0,21°% zine, 0.32%, sulphur and had an 
activity of about 1,800 Philpot units/mg. The zinc could not be removed 
from the intact enzyme with strong complexing agents. Free SH-groups 
were not demonstrable. 17 different amino acids were identified after 
hydrolysis. There were 2 mols. methionine, | mole. cysteine and 10 moles. 
histidine per mole. Carbonic anhydrase (mol. wt. 31,000). A chelate bond, 
firmly incorporated into the protein structure, is proposed between zinc, 
cysteine and histidine. The zinc is supposed to function by keeping the 
histidine residue in a position, in which they can exert their catalystic 
activity. 


Dr. Manfred Lieflander, Medizinische Forschungsanstalt der Max-Planck- 
Gesellschaft, Gottingen, Bunsenstrafe 10. 
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Zum Stoffwechsel und Wirkungsmechanismus der Ostrogene, II! 
Bildung von 178-Hydroxy-éstra-p-chinol-(108) und 
ihre Beziehung zur Proteinbindung 
von Ostradiol-(178)-[16-“C] in Rattenlebermikrosomen 
Von 
Erich Hecker und §., M. A. D. Zayed 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1961) 


In der I. Mitteil.’ ist gezeigt worden, daB die durch Rattenleber- 
mikrosomen katalysierte, von TPNH und Luftsauerstoff abhangige 
Proteinbindungsreaktion des Tetralols-(6)? mit der Bildung von Tetralin- 
p-chinol einhergeht. In Weiterfiihrung der Untersuchungen wurde ge- 
funden, da8 Ostradiol-(17f)-[16-4C] unter Einwirkung desselben 
Enzymsystems schnell aus dem Ansatz verschwindet. Als Folgeprodukt 
tritt — wie bereits kurz mitgeteilt®4 — radioaktives 17f-Hydroxy- 
éstra-p-chinol-(108) (I) auf, das sich als 2.4-Dinitrobenzol-¢1-azo-3)- 
A}-3.5(10)_6stratrienol-(178) (II)> nachweisen laBt. Mit geringerer Ge- 
schwindigkeit lauft daneben die bekannte*® Proteinbindungsreaktion ab. 
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Die Zusammenhange zwischen Chinolbildung und Proteinmarkierung 
werden im folgenden untersucht und es wird ein Mechanismus vorge- 
schlagen, der die bisher erhobenen Befunde unter einem einheitlichen 
Gesichtspunkt zusammenzufassen gestattet. Die physiologische Be- 
deutung des Enzymsystems fiir den Stoffwechsel der natiirlichen Ostro- 
gene wird diskutiert. 


1 J. Mitteil.: E. Hecker u. G. C. Mueller, J. biol. Chemistry 238, 991 [1958]. 
2 FE. Hecker, Federation Proc. 16, 194 [1957]. 

3 G. C. Mueller, Recent Progr. Hormone Res. 14, 131, 133 [1958]. 

4 FE. Hecker, Chemiker Ztg. 82, 588 [1958]; Angew. Chem. 71, 744 [1959]. 
5 E. Hecker, Chem. Ber. 92, 1386, 3198 [1959]. 

6 J. L. Riegel u. G. C. Mueller, J. biol. Chemistry 210, 249 [1954]. 
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Substanzen und Methoden 


Radioaktive Substanzen werden in jeweils spezifizierten Lésungsmitteln gelost, 
auf Aluminiumplattchen gleichmaBig verteilt und nach Trocknen (IR-Lampe) mit 
dem SC-16 Windowless Flow Counter (etwa 40°, Zahlausbeute), Tracerlab Chicago, 
gezahlt. Radioaktivitatsdaten sind, wenn nicht anders vermerkt, die fiir Unter- 
grund und Selbstabsorption (Proteinstandard) korrigierten MeBwerte. 


Zu den enzymatischen Ansaétzen wird TPNH (enzymatisch reduziert) der 
Fa. C. F. Boehringer, Tutzing, p-Chlormercuri-benzoesaure (p-CMB) der Fa. C. Roth, 
Karlsruhe und o-Phenanthrolin der Fa. Riedel-DeHaen, Seelze, verwendet. Puffer 
ist stets 0,05m Na-Phosphatpuffer, pH 7,4. Als 2.4-Dinitrophenyl-hydrazin-Lésung 
wird eine gesaétt. Lésung in Glykolmonomethylather (etwa 20 mg/ml/)®> verwendet. 
Zur Chromatographie wird Aluminiumoxyd Woelm, anionotrop, verschiedene 
Akt.-Stufen, beniitzt. 


Ostradiol-(178)-[16-“C]: Die Verbindung wird dargestellt durch Re- 
duktion eines Gemisches aus 12,8 mg Ostron und 2,2 mg Ostron-[16-“C] (0,1 mC, 
12,1 mC/mMol, Radiochemical Centre, Amersham, England) mit NaBH, in 
Methanol’ bei 40°. Ausbeute quantitativ, Schmp. 175—176°, Amax 280 mp, emax 
1955 (in Athanol). Die spezif. Aktivitaét des Praparates wird durch Verdiinnungs- 
analyse zu 5,8-10® Imp./Min. je mg bestimmt. Es erweist sich nach Papier- 
chromatographie (System A5) als chemisch und radiochemisch einheitlich. Zur 
Priifung auf geringe Ostronmengen werden 50 y des Praparates mit 10 mg Ostron 
verdiinnt und auf Aluminiumoxyd, Aktivitatsstufe IV, durch Elution mit je 200 ml 
Benzol, Benzol/Chloroform 4:1, 3:1, 2:1 und 1:1 chromatographiert. Die 
zuerst erscheinenden Ostronfraktionen werden gesammelt und zeigen nach zwei- 
maligem Umbkristallisieren aus Methanol eine Aktivitat von 141 Imp./Min. je mg, 
entsprechend einem Ostron-[16-“C]-Gehalt des dargestellten Ostradiols-(17{)- 
[16-44C] von 0,5 %. 


Lésungen von Ostradiol-(17f)-[16-“C], die 10 y/ml enthalten, werden vor 
jeder Inkubation durch Auflésen von 400 y Ostradiol-(17f)-[16-4C] in 0,2 ml 
absol. Athanol und schnelles Verdiinnen mit Puffer auf 40 m/ hergestellt. Wenn 
dabei eine schwache Triibung auftritt, wird auf dem Wasserbad erwarmt, bis die 
Lésung klar ist. 

178-Hydroxy-éstra-p-chinol-(10f) (1)>*® wird in einem ,,Kintupf- 
ansatz’ aus 17f-Acetoxy-éstra-p-chinol-(10f)-acetat® dargestellt. Dazu 
lost man 2mMol des Diacetats (744 mg) in 100 ml Methanol und versetzt mit 
2mMol (345 mg) p-Toluol-sulfonsiure (wasserfrei). Nachdem, wie fiir die Dar- 
stellung des 17$-Hydroxy-éstra-p-chinol-(108)-acetats® beschrieben, innerhalb 
48 Stdn. 2 mal 50 m/ Methanol verdampft und wieder erginzt sind, wird nach 
weiterem 24stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur auf 25 mi eingeengt und mit 
26,4 m/ einer Lésung von 0,ln K,CO, in Methanol’ versetzt. Man la8t unter 
Stickstoff 15 Stdn. bei Raumtemperatur stehen, siuert dann mit Eisessig an, ver- 
dampft zur Trockene und arbeitet den Riickstand mit Ather und Wasser auf. Der 
groBte Teil des p-Chinols I ist in diesen Lésungsmitteln unléslich und wird ab- 
gesaugt: 420 mg papierchromatographisch einheitliches I (System C5). Aus dem 
Trockenriickstand der atherischen Lésung werden durch Chromatographie an 
Aluminiumoxyd® noch weitere 60 mg I gewonnen. Ausbeute zusammen 480 mg 
(83% d. Th.). 

Enzymatische Ansatze: Zur Gewinnung von Rattenlebermikrosomen 
werden 3 Monate alte, weibliche Wistarratten, die noch nicht trachtig waren, 
12 Stdn. vor der Tétung vom Futter abgesetzt, dekapitiert, rasch entblutet und 
die Lebern in eiskalte, isotonische KCl iibergefiihrt. Ein 10proz. Homogenat 
(Potter-Elvehjem) wird in 0,25m Saccharose nach einer Modifikation der Methode 


7 §. R. Finn u. J. W. G. Musty, Chem. and Ind. 1950, 677. 
® E. Hecker, Angew. Chem. 78%, 539 [1961]. 
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von Schneider und Hogeboom!? fraktioniert, wobei man Kerne und Mitochon- 
drien gleichzeitig bei 13 000g (mittlerer Achsenabstand) abschleudert. Aus 
dem Uberstand werden die Mikrosomen in iiblicher Weise® gewonnen, mit isoto- 
nischer KCl gewaschen und suspendiert (z. B. Mikrosomen aus 8 g Leber auf 8 ml 
mit isotonischer KCl aufgefiillt). Diese Praparation wird entweder als solche oder 
nach 15 Min. Préinkubation bei 38° (ohne Zusatze) verwendet. 


Wenn nicht anders vermerkt, werden die Komponenten fiir den vollstandigen 
Inkubationsansatz in 25-ml-Erlenmeyerkolben bei 0° in der aufgefiihrten Reihen- 
folge zusammengegeben: 


lm Nicotinséaureamid 0,2 ml 
TPNH (1 mg/ml Puffer) 0,2 ml 
Mikrosomen in isotonischer KCl 0,3 ml 


Ostradiol-(17f)-[16-“C] 
(10 y/ml Puffer = 58 000 Imp./Min.) 1,0 ml 


mit Puffer aufgefillt auf 3,0 ml 


Sind auBer den aufgefiihrten Komponenten Zusiétze zu machen, so lést man diese 
im Puffer auf. Konzentrationsangaben von Zusatzen beziehen sich auf das Gesamt- 
volumen des Ansatzes, wenn nicht ausdriicklich anders vermerkt. Bei Zeitexperi- 
menten versetzt man zur Gewinnung der Null-Zeit einen fertigen Ansatz bereits 
im Kaltebad mit 1 ml ln HCl. — Man inkubiert durch Schiitteln im Thermostaten bei 
38° und stoppt die Reaktion durch Zusatz von 1 m/ In HCl und sofortige Kiihlung 
auf 0°. Oft werden Vielfache des 3 m/l Ansatzes in entsprechend gréBeren Erlen- 
meyerkolben verwendet und im folgenden als 6-, 7,5- oder 15-ml-Ansiatze bezeichnet. 


Aufarbeitung der Ansatze: Zur Gewinnung der atherléslichen Anteile 
werden die Ansatze bei 0° dreimal mit je 3 ml peroxydfreiem Ather extrahiert. 
Die vereinigten Atherausziige bringt man am Rotationsverdampfer zur Trockene 
und bewahrt die Riickstande (etwa 3 mg fiir 6-m/-Ansatze ) bei tiefen Temperaturen 
bis zur weiteren Bearbeitung auf. Zum Nachweis des p-Chinols I wird der Trocken- 
rickstand mit 5 mg I versetzt (15-ml-Ansatz, bei kleineren Ansaitzen entsprechend 
weniger), und in mdéglichst wenig Chloroform gelést. Man chromatographiert auf 
Aluminiumoxyd, Aktivitatsstufe IV (1 x 80cm) mit Benzol, dann mit Benzol/ 
Chloroform 2: 1 und zuletzt mit Chlorotorm. Die Chinolfraktionen (etwa 4 mg) 
werden vereinigt, der Trockenriickstand in 2 m/ Kisessig aufgenommen und mit 
1 ml Dinitrophenylhydrazin-Lésung versetzt. Nach 12stdg. Stehenlassen bei Raum- 
temperatur wird zur Trockene gebracht, der Riickstand in wenig Benzol gelést 
und auf Aluminiumoxyd Aktivitatsstufe III mit Benzol chromatographiert®. Die 
die Azoverbindung enthaltenden Fraktionen werden vereinigt, aus Aceton um- 
kristallisiert und Kristallisat und Mutterlauge nach Lésen in Glykolmonomethyl- 
ather gezahlt. Das Kristallisat wird noch 2mal aus Aceton umkristallisiert; bei 
den im folgenden beschriebenen Versuchen war die spezifische Aktivitat der beiden 
letzten Kristallisate innerhalb der Fehlergrenze der MeBmethode konstant. 


Um mit einer unabhangigen Methode!® sicherzustellen, daB die in II enthaltene 
Radioaktivitat nicht auf radioaktive Verunreinigungen ahnlicher Konstitution 
zuriickgeht, werden mehrere Mutterlaugen und Kristallisate von II vereinigt, 
Imal aus Aceton umkristallisiert (etwa 35 mg) und einer Craig-Verteilung" im 
System Methanol (300), Wasser (50), Tetrachlorkohlenstoff (300) unterworfen 


® W. C. Schneider u. G. H. Hogeboom, J. biol. Chemistry 188, 123 [1950]; 
vgl. E. Chargaffu. J. N. Davidson, The Nucleic Acids, Bd. II, S. 212, Academic 
Press, Inc., New York 1955. 

10 K. Hecker, Z. analyt. Chem. 181, 284 [1961]. 

11 EK. Hecker, Verteilungsverfahren im Laboratorium, Verlag Chemie, 
Weinheim/BergstraBe 1955. 
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(Abb. 1). Die Substanz erweist sich nach den Kriterien der Craig-Verteilung als 
einheitlich und die Fraktionen zeigen innerhalb der Fehlergrenze der MeB- 
methode konstante spezifische Aktivitat. 

Die nach Ausatherr der Ansitze in der waBrigen Phase enthaltenen 
Proteine werden im Zentrifugenglas mit 3 m/ 20proz. Trichloressigsiure gefallt. 
einmal mit 3 ml der gleichen Lésung 
und danach einmal mit 5 und 2mal 














7 a mit 2,5 ml absol. Athanol, sowie 
2mal mit 5 und zuletzt einmal mit 

2,5 ml absol. Ather gewaschen. Die 

6 i ‘\ Aktivitat des nach Trocknen weiBen 
} Proteinpulvers (etwa 10 mg fiir 6-ml- 

5 Ansatze) wird nach Lésen in 80proz. 

} Ameisensaure gemessen. 
| d 1 > 








eae i G = 145 
3 + 


\ Abb. 1. Craig-Verteilung der Azo- 





verbindung: II bei Raumtempera- 
tur. GrundprozeB,n = 12, Volumen- 


T 
/ 
/ 
2 t aap 
1 \ verhaltnis V = 40/20, O = gefunden, 
S /P \ @ = berechnet"; die spezif. Aktivi- 
/ 

















v taten der Fraktionen 4—10 sind 195, 
yi 198, 213, 185, 220, 218 und 207 











Z Imp./Min. je mg; weitere Erlaute- 
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Allen-Doisy-Test: Der Test wird an kastrierten Mausen durch einmalige 
Injektion einer Lésung des Ostrogens in Sesamiél in iiblicher Weise!® durchgefiihrt. 
Die dstrogene Wirksamkeit von atherischen Extrakten wird in Verdiinnungs- 
reihen an Gruppen zu 5 Tieren ermittelt und auf die Wirksamkeit von Ostradiol- 
(17f)-[16-"4C] bezogen, das mit 0,1 y pro Tier bei allen 5 Tieren eindeutig positive 
Reaktion zeigt. 

Ergebnisse 

In einem Vorversuch werden die atherléslichen Anteile aus 18 In- 
kubationsansatzen (je 3 ml, nicht prainkubierte Mikrosomen) mit 15 mg 
des p-Chinols versetzt und wie oben beschrieben behandelt. Die spezif. 
Aktivitat der gereinigten Azoverbindung II betragt 283 Imp./Min. je mg. 
In einem weiteren Ansatz mit nicht prainkubierten Mikrosomen wird die 
Markierung der mit Trichloressigsaure fallbaren Proteine in Abhangigkeit 
von der Inkubationszeit verfolgt (Abb. 2). Die Proteinmarkierung er- 
reicht nach 12 Min. einen konstanten Wert, der auch nach 96 Min. noch 
nicht abfallt. 

Fir die weiteren Experimente werden stets prainkubierte Mikro- 
somen verwendet, um die unkontrollierte Mitwirkung evtl. bisher unbe- 
kannter endogener Faktoren nach Méglichkeit auszuschlieBen. 

Die Bedeutung der einzelnen Komponenten des Inkubationsan- 
satzes fiir Chinolbildung und Proteinbindung wird im folgenden naher 
untersucht. Von primarem Interesse ist dabei zunachst die Klarung der 


12 A Butenandt u. E. v. Ziegner, diese Z. 188, 1 [1930]. 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Proteinmarkierung von der Inkubationszeit bei Ver- 
wendung von nicht prainkubierten Mikrosomen (3-ml-Ansitze). 


Frage, ob der Uberstand der Mikrosomenfraktion Cofaktoren enthiilt, 
die fir Chinolbildung und Proteinmarkierung essentiell sind. Es wird 
daher ein Normalansatz sowie ein Normalansatz + 2,5 ml Uberstand- 
lésung 15 Min. inkubiert. Wie man Tab. 1 entnimmt, ist weder bei der 
Chinolbildung noch bei der Proteinmarkierung eine signifikante Er- 
hdéhung zu verzeichnen. 

Tab. 1. EinfluB von Uberstand auf Chinolbildung und Proteinmarkierung. Zur 


Gewinnung der Liésung des Uberstandes werden 0,25 ml UZ-Uberstand mit Puffer 
auf 2,5 ml aufgefiillt. 








os Azoverbindung* Proteine** 
[Imp./Min. je mg] | [Imp./Min. je mg] 
Normalansatz (7,5 ml) ....... 335 1540 
Normalansatz (7,5 ml) + 2,5 ml 
Uberstand . Rosia east as 280 L720""* 








* Atherlésliches aus Duplikatansiitzen vereinigt und zusammen mit Dinitrophenylhydrazin 
umgesetzt. 
** Duplikatansiitze getrennt aufgearbeitet: Mittelwerte. 
*** Korrigiert mit der im Uberstand zugegebenen Proteinmenge (2,3 mg), die durch Trichlor- 
essigsiiure-Fillung der Uberstandlésung ermittelt wurde. 


Abb. 3 gibt die Bildung des p-chinoliden Metaboliten und gleich- 
zeitig die Markierung des Proteins in An- und Abwesenheit von TPNH 
wieder. Die Markierung der Azoverbindung sowie des Proteins stimmt 
innerhalb der Duplikatansétze gut iiberein. Man erkennt, daB die 
Markierung der Azoverbindung beim vollstandigen Ansatz wesentlich 
héher liegt als beim Null-Versuch (ohne Inkubation) und beim Versuch 
ohne TPNH. Die letzteren liefern jedoch beide eine von Null signifikant 
verschiedene Markierung der Azoverbindung. Die spezif. Aktivitat des 
Proteins ist beim vollstaéndigen Ansatz am héchsten und héher als die der 
Azoverbindung. Im Gegensatz zur letzteren ist die Proteinmarkierung 
beim Null-Versuch und beim Versuch ohne TPNH vernachlassigbar 
gering. 
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Abb. 3. Abhangigkeit der Chinolbildung und der Proteinmarkierung von der An- 
wesenheit von TPNH. Je 2 15-ml-Ansatze; schraffierte Saulen: Azoverbindung, 
leere Séulen: Protein. 


Man kénnte vermuten, daB die Chinolbildung, die im Null-Versuch 
und im Versuch ohne TPNH beobachtet wird (Abb. 3), auf eine nicht- 
enzymatische Chinolbildung, etwa durch Autoxydation von Ostradiol- 
(178)-[16-44C] zuriickgeht. Es findet sich jedoch in Ansatzen ohne Enzym 
praktisch keine Chinolmarkierung (Abb. 4,c). AuBer TPNH ist fiir 
Chinolbildung und Proteinmarkierung die Anwesenheit von Sauerstoff 
essentiell, wie aus Inkubationsversuchen unter Stickstoff hervorgeht. 

Dabei geniigt es nicht, den vollstandigen Ansatz 1 Stde. bei 0° mit Reinst- 
Stickstoff zu durchstrémen und anschlieBend unter Reinst-Stickstoff zu inkubieren. 


Weder in der Chinol-, noch in der Proteinmarkierung 148t sich in solchen Versuchen 
ein Unterschied gegeniiber dem vollstandigen Ansatz erkennen. 


Vielmehr muB zur Inkubation unter Stickstoff das in einer Saugflasche an- 
gesetzte vollstindige Inkubationsgemisch bei 0° 5mal evakuiert und das Vakuum 
jeweils durch Einlassen von Reinst-Stickstoff, der durch alkalische Pyrogallol- 
Lésung geleitet wurde, wieder aufgehoben werden. Nach einer letzten Evakuierung 
wird unter Vakuum wie wblich inkubiert. 

Man erhalt eine gegeniiber dem vollstandigen Ansatz signifikant 
erniedrigte Chinol- und Proteinmarkierung (Abb. 4,d). Sie ist nicht voll- 
standig auf Null zu bringen. Vermutlich kann — mdglicherweise enzy- 
matisch gebundener — Sauerstoff auch in der zuletzt beschriebenen Ver- 
suchsanordnung nicht restlos entfernt werden. 

In etwa demselben AusmaB, wie durch Fehlen von TPNH (Abb. 3) 
oder Luftsauerstoff (Abb. 4,d), wird die Chinol- und Proteinmarkierung 
durch Zusatz von p-CMB gehemmt (e). Hingegen haben Zusatze von 
o-Phenanthrolin keinen EinfluB auf diese enzymatischen Reaktionen (f). 
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Der Befund, daB8 im Null-Experiment nur die Proteinmarkierung, 
nicht aber die Chinolbildung vernachlassigbar klein wird, legt die Ver- 
mutung nahe, daB es sich bei der Chinolbildung um eine noch bei 0° mit 
merklicher Geschwindigkeit verlaufende Reaktion handelt. Es wurde 
deshalb die Kinetik der beiden Reaktionen untersucht. 
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Mikros. : + + — + + a 
O: <i + ae = a + 
p-CMB: — — = — ae a 
o-Phen.: — = = — —_ ae 


Abb. 4. EinfluB der Mikrosomen (c), von Sauerstoff (d), p-CMB (e; 5+ 10-4m) 

und o-Phenanthrolin (f; 5 -10-4m) auf die Chinolbildung und Proteinmarkierung 

in Gegenwart von TPNH. 15-ml-Ansitze; die Kontrollen (a = Null-Versuch, 

b = vollstandiger Ansatz) sind mit derselben Mikrosomenpraparation wie die 

Versuche c—f durchgefiihrt; schraffierte Saulen: Azoverbindung, leere Saulen: 
Protein. 


Typische Experimente ftir die Abhangigkeit der Chinolbildung und 
der Proteinmarkierung von der Inkubationszeit sind in Abb. 5 darge- 
stellt. Man erkennt, daB die Chinolbildung bei 38° spatestens nach 3 Min. 
ein Plateau erreicht, waihrend die Proteinmarkierung erst nach 12 Min. 
zum Erliegen kommt, wie auch bereits fiir nicht prainkubierte Mikro- 
somen (Abb. 2) gefunden wurde. 

Ansatze, die bei 10° unter sonst gleichen Bedingungen inkubiert 
werden, ergeben erwartungsgemaB Geraden mit geringerem Anstieg als 
bei 38°. Die Chinolbildung erreicht erst nach 15 Min. ein Plateau. Die 
Proteinmarkierung verléuft auch in diesen Ansaitzen langsamer und 
gelangt innerhalb der Versuchszeiten auf keinen konstanten Wert. 

Um zu priifen, ob das Abbrechen der Reaktion auf den Verbrauch 
eines der essentiellen Bestandteile des Ansatzes zuriickgeht, werden 
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Abb. 5. Chinolbildung (O) und Proteinmarkierung (@) in Abhangigkeit von der 
Inkubationszeit bei 38° und bei 10° (15-m/-Ansatze). Ordinaten: Totale Aktivitaten 
A des Chinols (linker Rand) bzw. des Proteins (rechter Rand). 


vollstandige Ansatze 15 Min. inkubiert, durch Kiihlung im Eisbad ge- 
stoppt, erneut TPNH oder Ostradiol-(17f)-[16-!4C] oder Mikrosomen in 
Puffer gelést zugegeben und weitere 15 Min. inkubiert. Man erkennt aus 
den in Tab. 2 zusammengefaBten Ergebnissen, da die Zusaitze zwar die 
Proteinmarkierung, nicht aber die Chinolbildung gegeniiber der Kon- 
trolle signifikant zu steigern vermdégen. 


Tab. 2. Chinolbildung und Proteinmarkierung nach Zusatzen zu bereits 15 Min. 
inkubierten vollstandigen Ansatzen. Verss. 1—4 mit der gleichen Mikrosomen- 
praparation (7,5-ml-Ansatze), alle Zusitze in 2,5 m/ Puffer gelést oder auf 2,5 ml 
aufgefiillt (Kontrolle Versuch 1). Verss. 5 und 6: 15-ml-Ansatze, 1,5 ml der Mikro- 
somenpraparation mit Puffer auf 5 m/ aufgefiillt (Kontrolle Vers. 5). 

















Azoverbindung* Proteine** 
Vers. Nr. Zusatz [Imp./Min. Imp./Min. 
je mg] je mg] 
] Pufler(2Gml) 2.4... 2 sss 345 1720 
2 TPNH (5mg). . aes 344 2330 
3 Ostradiol-(178)-[16-4C 123 ”) base 388 2640 
4 Mikrosomen (0,75 ml). ae — 2840*** 
5 Paurerqoms) . . 3. «ss 2 348 2268 
6 Mikrosomen (1,5m/) ...... 338 3076*** 


* Atherlésliches aus Duplikatansitzen vereinigt und zusammen mit Dinitrophenylhydrazin 
umgesctzt. 
** Duplikatansiitze getrennt aufgearbeitet: Mittelwerte. 
*** Korrigiert mit der Proteinmenge, die mit der Mikrosomenprip. nach 15 Min. zugegeben 
wurde. Ermittelt durch Fillung der Mikrosomenpriiparation mit Trichloressigsiiure. 





161) 


der 
ten 


1us 


izin 


ben 





Bd. 325 (1961) Stoffwechsel und Wirkungsmechanismus der Ostrogene, II 217 


Aus den bisherigen Experimenten kann entnommen werden, dab 
nach 15 Min. Inkubationszeit etwa 0,5°4—1% (Tab. 3) der eingesetzten 
Gesamtaktivitét des Ostradiols-(17f)-[16-4C] als p-Chinol vorliegen, 
wahrend etwa 16% an Protein gebunden sind. Dabei bleibt zunachst 
offen, wieviel des eingesetzten Ostradiols nach 15 Min. Inkubation bei 
38° noch vorliegen. Um Anhaltspunkte iiber den Verbrauch des Ostradiols 
und die Verteilung der Radioaktivitét auf die Fraktionen der Ansitze 
(atherlésliche, wasserlésliche und Proteine) zu gewinnen, wird die 
éstrogene Wirksamkeit der atherléslichen Anteile, sowie die Markierung 
der Fraktionen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit gepriift. 


Tab. 3. Totale Aktivitaten und %, der eingesetzten Aktivitat in der Azoverbindung 
II bei den unter ,,Ergebnisse“ beschriebenen vollstandigen Ansitzen. 











Totale Aktivitat 
Versuch aus : : 

[Imp./Min. ] [%] 
Tab.1 .... | 2610 0,9 
Mee 2. cs | 2700 0,9 
Abb. 3 2678 1,0 
Abb. 4 1304 0,5 
Abb. 5a 1940 0,7 
Abb. 5b 2200 0,8 





Man inkubiert dazu 6-m/-Ansatze und arbeitet nach verschiedenen 
Zeiten auf. Zur Gewinnung der atherléslichen Anteile fiir den Allen-Doisy- 
Test werden ein Null-Versuch und die 6-, 12- und 25-Min.-Ansatze ver- 
wendet. Die Radioaktivitét in den atherléslichen Anteilen wird an Ex- 
trakten eines 0- sowie der 3-, 9-, 15- und 40-Min.-Ansatze bestimmt. 
Aus den waBrigen Phasen dieser Ansatze fallt man die Proteine durch 
Zugabe von je 6 m/ 0,6n Perchlorsaure, zentrifugiert ab und wascht das 
Sediment einmal mit 6 m/l 0,6” Perchlorsaéure, dann weiter mit Alkohol 
und Ather wie tiblich. Die spezifische Aktivitat der mit Perchlorsiure 
gefallten Proteine erweist sich in Kontrollexperimenten als etwas, jedoch 
nicht signifikant niedriger als diejenige der iiblichen TCA-Fallungen. Der 
waBrige Uberstand der Proteinfallung wird bei 0° mit 6n KOH gegen 
Methylrot neutralisiert, das Kaliumperchlorat abzentrifugiert und der 
Uberstand auf 50 ml aufgefiillt. Die Radioaktivitat aliquoter Teile davon 
wird gemessen. 


Man erkennt in Abb. 6, daf bei dem Versuch die gesamte Radio- 
aktivitat des eingesetzten Ostradiols erfaBt wird. Die Radioaktivitat der 
atherléslichen Anteile nimmt bis 15 Min. ab, die der Proteine zu. Die 
Zunahme der Radioaktivitat der waBrigen Phase ist nicht sehr signifikant. 
Die éstrogene Wirksamkeit der Atherextrakte fallt innerhalb von 15 Min. 
auf etwa 1/, des Ausgangswertes. Diese Abnahme erlaubt noch keine 
eindeutige Aussage tiber den Gehalt der atherléslichen Fraktion an 
Ostradiol nach 15 Min., da aus Ostradiol Metaboliten mit deutlich éstro- 
gener Wirksamkeit entstehen kénnen. AuBerdem kénnen an die Resultate 
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des Allen-Doisy-Tests im Rahmen der hier nétigen Genauigkeit keine 
hohen Anspriiche gestellt werden. In weiteren 15-m/-Ansétzen wird 
daher der Gehalt der atherléslichen Anteile an Ostradiol nach 15 Min. 
Inkubationszeit durch Verdiinnungsanalyse bestimmt. Man versetzt dazu 
die Atherléslichen Anteile mit je 10mg Ostradiol und trennt das 
Ostrogen chromatographisch, wie oben beschrieben, ab. Man er- 
halt 8,6 mg Ostradiol, die nach Umkristallisieren aus Methanol/ 

Wasser 324 Imp./Min. je mg, 











7” entsprechend etwa 1% der 
\ eingesetzten totalen Aktivi- 
\ tat (290 000 Imp./Min.), ent- 
a halten. Damit ist gezeigt, 
754+—+ oe | da das Ostradiol in diesen 


Ansatzen in 15 Min. praktisch 
vollstandig verschwindet. 
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\ 

s\ Abb. 6. Verteilung der Radio- 
\ aktivitét zwischen atherléslichen 
\---+-— 9 (©) und wasserléslichen An- 
teilen (©), sowie der Protein- 
25 ; fraktion (@) in Abhangigkeit 
von der Inkubationszeit als °%, 
ia der eingesetzten totalen Aktivi- 
a 4] eS ' tat (116000 Imp./Min.). Die 
ay dstrogene Wirksamkeit ( © ) ist in 
°, der atherléslichen Anteile des 
10 20 40 40 Null-Versuchs angegeben. 


Min. 





























Das als Metabolit nachgewiesene 17-Hydroxy-éstra-p-chinol-(10/) 
erreicht im Allen-Doisy-Test mit der 1000fachen, im Uteruswachstums- 
test mit der 100fachen Dosis noch nicht die Wirkung des Ostradiols-(17) 
(s. Tab. 4). 


Tab. 4. Wirksamkeit des 176-Hydroxy-éstra-p-chinols-(10) im Allen-Doisy- und 
im Uteruswachstuins-Test an Mausen. 








: Uteruswachstums- 
Substanz Allen-Do oa test* positiv mit 
positiv mit y/Tier y/Tier 
Ostradiol-(17B) (Kontrolle). . .. . 0,1 0,1 
178-Hydroxy-éstra-p-chinol-(10f) . . >100 >10 








* Die Ergebnisse verdanken wir der Freundlichkeit von Dr. G. C. Mueller, Madison, 
Wis., (USA). 
Diskussion 
Aus vorstehend beschriebenen Experimenten geht hervor, dab 
Ostradiol-(17f)-[16-14C] von Rattenlebermikrosomen bei 38° in Anwesen- 
heit von Sauerstoff und TPNH rasch verbraucht wird. Die Radioaktivitat 








on, 
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verteilt sich dabei zu 75% auf ather- und zu 8% auf wasserlésliche 
Anteile. 16% werden auBerdem an das mit Trichloressigsdure fallbare 
Protein gebunden. Diese Verteilung ist vergleichbar mit der fiir Ratten- 
leberhomogenat bei Verstérkung mit' TPNH und Sauerstoff gefundenen®, 
wenn auch die Proteinmarkierung im Mikrosomensystem auf Kosten der 
atherléslichen Anteile etwas erhéht erscheint. Im Gegensatz zu dem 
DPN-abhangigen, Ostrogene inaktivierenden System aus Rattenleber! 
bendtigt die hier beschriebene Reaktion zur vollen Aktivitét kein Cyto- 
plasma. 

Da man erwarten kann, daB sich primaire Produkte der enzyma- 
tischen Oxydation, wie Ostradiol selbst!!, zugunsten von Lipoidlésungs- 
mitteln verteilen, gilt unser Interesse zunadchst den atherléslichen An- 
teilen der Ansatze. In diesen ]éBt sich als Produkt der enzymatischen 
Oxydation das 17$-Hydroxy-éstra-p-chinol-(10f) (I) nachweisen, dessen 
chemische Konstitution den p-Chinolen entspricht, die im Tyrosinstoff- 
wechsel als Zwischenstufen der Umwandlung von p-Hydroxy-phenyl- 
brenztraubensaure in Homogentisinséure postuliert werden!?. 

Die Bildung des Chinols I ist ebenso wie die Markierung der gleich- 
zeitig untersuchten Proteinfraktion TPNH- und Sauerstoff-abhangig und 
beide Reaktionen kénnen mit p-CMB, nicht aber mit o-Phenanthrolin 
gehemmt werden. Die Verhaltnisse entsprechen den bei der enzymatischen 
Oxydation von Tetralol-(6) beobachteten!. Die Bildung des Chinols I 
verlauft jedoch schneller als die Markierung des Proteins. Das Chinol 
selbst wird aber offenbar nicht an das Protein gebunden, denn die nach 
Zusatz essentieller Bestandteile des Ansatzes und erneuter Inkubation 
einsetzende Markierung der Proteine erfolgt, ohne daB die nach der 
ersten Inkubation erreichte Chinolmenge abnimmt (Tab. 2): Sie bleibt im 
Rahmen der Fehlergrenze der Bestimmungsmethode unverandert. Zur 
Erklarung dieses Befundes muB8 man annehmen, daB mindestens 2 Fak- 
toren fehlen, um die Chinolbildung erneut in Gang zu setzen. Dabei 
mu8 zunachst offen bleiben, ob es sich um zwei der bekannten Kom- 
ponenten des Ansatzes handelt oder ob méglicherweise einer der beiden 
ein bisher unbekannter Faktor ist, der fiir die Proteinmarkierung nicht 
essentiell ist. Die in schneller Reaktion erzielte Chinolmarkierung 
(0,5—1%) ist im Vergleich zu der langsameren Proteinmarkierung (16%) 
niedrig. Die bekannte Reaktionsfahigkeit der p-Chinole® legt die Deutung 
nahe, daB das Chinol in dem MaBe, wie es sich bildet, auch rasch weiter 
verbraucht wird. Es ist daher méglich, daB die beobachtete Chinolmar- 
kierung einer stationéren Chinolkonzentration entspricht, die sich als 
Folge des Zusammenwirkens der Chinol-bildenden mit einer oder mehreren 
Chinol-verbrauchenden Reaktionen einstellt. In der Hohe des Plateaus der 
Chinolmarkierung spiegelt sich daher nicht notwendig die Menge des ins- 
gesamt gebildeten Chinols wider. In diesem Zusammenhang ist von 


13 T. L. Riegel u. R. K. Meyer, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 80, 617 [1952]. 
14 W. E. Knox in W. D. Mc Elroy u. H. B. Glass, Amino Acid Metabolism, 
S. 836, Johns Hopkins Press, Baltimore 1955. 
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Interesse, daB die Héhe der Chinolmarkierung von der Temperatur weit- 
gehend unabhangig ist. 

Die nach Aufarbeittung-der Ansatze in der wabBrigen Phase ver- 
bleibenden Anteile der Radioaktivitat sind zunachst nicht naher unter- 
sucht worden. 

Die bisher bekannten experimentellen Befunde! lassen sich am 
besten verstehen, wenn man annimmt, daf} Rattenlebermikrosomen ein 
Enzymsystem enthalten, das den Sauerstoff der Luft — etwa durch 
Bindung an ein Fe?®-haltiges Coenzym — derart aktiviert, daB er den 
Wasserstoff der phenolischen Hydroxylgruppe des Ostradiols unter 
Bildung eines Phenoxylradikals ablést. Eine solche auBerst reaktions- 
fahige, nicht faBbare Zwischenstufe kann sich in ihren mesomeren Formen 
durch Einfangen von Acceptoren aus der unmittelbaren Umgebung 
stabilisieren. Reaktion mit Hydroxylgruppen, die dem Sauerstoff- 
aktivierungsprozeB selbst oder dem wabrigen Medium entstammen 
k6onnen, fiihrt zu hydroxylierten Metaboliten. 

Als typische Produkte sind dabei vor allem in ‘o- und p- sowie in 
Benzylstellung hydroxylierte Ostradiol-Abkémmlinge zu erwarten. Der 
Beweis fiir die p-Hydroxylierung ist zuerst fiir Tetralol-(6)! erbracht 
worden. Das hier nachgewiesene 17$-Hydroxy-déstra-p-chinol-(108) I 
entspricht véllig dem p-Chinol, das Westerfeld!® bereits 1940 bei 
Modellversuchen zur Inaktivierung von Ostron durch Pilztyrosinase 
postuliert hat. o-Hydroxylierungsprodukte des Ostradiols sind im Mikro- 
somensystem bisher nicht gefunden worden!®. Es wurde jedoch vor 
kurzem gezeigt, daB sich 2-Hydroxy-éstriol bei Inkubation von Ratten- 
leberhomogenaten und Anwesenheit von Sauerstoff sowie TPN/DPN aus 
Ostriol bildet!? und 2-Hydroxy-éstron ist als Metabolit von Ostron in 
menschlichem Urin’*§ nachgewiesen worden. 6-Hydroxy-éstradiol als in 
Benzylstellung hydroxylierter Metabolit wurde im mikrosomalen TPNH- 
abhangigen Enzymsystem aus Mauseleber!® gefunden. Dieselbe Ver- 
bindung sowie 6-Hydroxy-éstron®® und 6-Hydroxy-éstriol#! konnte auch 
bei Inkubation der entsprechenden Vorstufen mit Rattenleberschnitten 
erhalten werden. 

Die weitere Oxydation eines oder mehrerer der primaren Metaboliten 
des Ostradiols kann schlieBlich zu hydrophilen Produkten fiihren, die 
sich im System Ather/Wasser zugunsten des letzteren verteilen. Dabei 
muB zunachst offen bleiben, ob die weitere Oxydation von demselben 
Enzymsystem oder anderen bisher unbekannten Fermenten katalysiert 

wird und wie sie im einzelnen erfolgt. 


15 W.W. Westerfeld, Biochem. J. 34, 51 [1940]. 
16 vol. 1. c.°, S§. 133. 
17 R. J. B. King, Biochem. J. 74, 22P [1960]. 
18 J. Fishman, R. I. Cox u. T. F. Gallagher, Arch. Biochem. Biophysics 
90, 318 [1960]. 
19 G. C. Mueller u. G. Rumney, J. Amer. chem. Soc. 79, 1004 [1957]. 
20 H. Breuer, L. Nocke u. H. Knuppen, diese Z. 315, 72 [1959]. 
21H. Breuer, R. Knuppen u. H.Schriefers, diese Z. 319, 136 [1960]. 
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Die bekannte Proteinbindung 1* von Ostradiol, deren Abhangigkeit 
von TPNH und Luftsauerstoff hier erneut bestatigt wird, kann zustande- 
kommen, wenn Radikale der Phenoldehydrierung anstatt durch Wasser 
durch geeignete Acceptoren der Proteinoberfliche abgefangen werden. 
Diese Méglichkeit ist nach den hier erhobenen Befunden unwahrschein- 
lich, jedoch nicht auszuschlieBen. Wahrscheinlicher ist, daB die Bindung 
von Radioaktivitét an Proteine im Zuge der Weiteroxydation der 
primaren Metaboliten erfolgt. 

Die hier entwickelten Vorstellungen vom radikalischen Ablauf der 
enzymatischen Hydroxylierung des Ostradiols kénnen sowohl die geringe 
Substratspezifitat der Hydroxylase als auch die Bildung einer Reihe von 
Hydroxylierungsprodukten erklaren. Sie miissen durch Nachweis weiterer 
signifikanter Hydroxylierungsprodukte und nahere Charakterisierung des 
oder der beteiligten Enzyme gestiitzt werden. Soweit bisher untersucht', 
sind ihre Kigenschaften identisch mit denen anderer, ebenfalls in Mikro- 
somen lokalisierter und TPNH-abhangiger Hydroxylasen (Drogen- 
hydroxylase; Hydroxylase fiir cancerogene, aromatische Kohlenwasser- 
stoffe und Amine**). Insbesondere bei Cancerogenen wurden unter dem 
Einfiu8 der Hydroxylase Proteinbindungsreaktionen vielfach beobach- 
tet? und kiirzlich ist ein p-Chinolimin-acetat als Metabolit des Acety]l- 
aminofluorens postuliert worden*4. Nach neueren Untersuchungen®® am 
Modellsystem der Drogenhydroxylase kénnte die von dieser katalysierte 
Hydroxylierung ebenfalls radikalisch verlaufen. Weiterhin hydroxylieren 
beide Enzyme ihre Substrate zu physiologisch wenig oder nicht wirksamen 
Verbindungen. 

Im Falle der Ostrogene ist schon seit den Arbeiten von Zondek*® 
bekannt, daB Ostron, nicht aber Ostronbenzoat von der Leber und zell- 
freien Leberpraparationen ,,inaktiviert‘‘ wird. Das Verschwinden der 
éstrogenen Wirksamkeit ist danach in vivo und in vitro vielfach be- 
staitigt worden?’ und es konnte gezeigt werden, daB sich die ,,Inaktivie- 
rungsreaktion’’ mit mehr oder weniger gereinigten Phenolasen und 
Peroxydasen aus Pflanzen nachahmen 1a8t?*. Es ist aber bisher weder 


22 C, Mitoma, H.S. Posner, H.C. Reitz u. S. Udenfriend, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 61, 431 [1956]; B. B. Brodie, J. R. Gillette, u. B. N. LaDu, 
Annu. Rev. Biochem. 27, 427 [1958]. 

23 KE. C. Miller u. J. A. Miller, Annu. Rev. Biochem. 28, 291 [1959]. 

24 J. A.Miller, J.W.Cramer u.E.C. Miller, Cancer Research 20, 950 
[1960]. 
25 R. T. Williams, Biochem. J. 68, 72 [1958]; R. Breslowu. L. N. Lukens, 
J. biol. Chemistry 235, 292 [1960]; R.M. Acheson u.C. M. Hazelwood, Bio- 
chim. biophysica Acta [Amsterdam] 42, 49 [1960]. 

26 B. Zondek, Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorderlappens, 
2. Aufl. S. 124, Springer-Verlag, Wien 1935. 

27 W. Dirscherl] in R. Ammon u. W. Dirscherl, Fermente-Hormone- 
Vitamine, Bd. II, 8.231, Thieme Verlag, Stuttgart 1960; E.Diczfalusy u. 
Ch. Lauritzen, Ostrogene beim Menschen, S. 110, Springer-Verlag, Heidelberg 1961. 

28 §. J. Klebanoff u. S.J.Segal, J. biol. Chemistry 2385, 52 [1960], dort 
auch Zusammenfassung der alteren Literatur. 
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gelungen, ein fiir den Vorgang in Saéugetierleber verantwortliches Enzym 
naher zu charakterisieren, noch Metaboliten der Ostrogene nachzuweisen, 
die fiir den Angriff der Reaktion am phenolischen Hydroxyl dieser 
Hormone typisch sind. Das hier beschriebene, mikrosomale, TPNH- 
abhangige und 176-Hydroxy-éstra-p-chinol-(10f) bildende Enzymsystem 
der Rattenleber erfiillt alle Anforderungen, die man nach den bisherigen 
Befunden anderer Autoren an das ,,inaktivierende“ Prinzip der Leber 
stellen mu8 und fihrt zu Metaboliten, die — soweit bisher geprift — 
keine oder nur geringe dstrogene Wirksamkeit besitzen. Diese Hydroxy- 
lase kann daher als das seit langem gesuchte Enzymsystem angesehen 
werden, das natiirliche Ostrogene in vivo inaktiviert. 

Unsere Annahmen iiber den Mechanismus der Reaktion und tiber 
ihre physiologische Bedeutung sind vorlaufiger Natur und stellen Arbeits- 
hypothesen dar, die der Sicherung durch weitere Experimente bediirfen. 

Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir herzlich fiir sein forderndes 
Interesse an unserer Arbeit und fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes (Dr. Z.). 
Herrn Professor Dr. K. Junkmann, Schering AG, sind wir fiir die Uberlassung 
von Ostradiol-(178) zu Dank verbunden. Fiir technische Hilfe bei den Versuchen 
haben wir Fraulein E. Walk, fiir die Ausfiihrung von Allen-Doisy-Testen Fraulein 
I. Brachmann zu danken. 


Zusammenfassung 


1. Ostradiol-(17B)-[16-"4C] verschwindet bei Inkubation mit Ratten- 
lebermikrosomen in Gegenwart von TPNH und Sauerstoff innerhalb 
von 15 Min. fast vollstaéndig aus dem Ansatz. 

2. In schneller Reaktion wird dabei 17-Hydroxy-éstra-p-chinol- 
(108) gebildet. Dies beweist einen Angriff des Enzymsystems am pheno- 
lischen Hydroxy] des Ostradiols-(178). Langsamer, jedoch ebenfalls mit 
Bedarf fiir TPNH und Sauerstoff, verlauft daneben eine Markierung der 
mit Trichloressigsdure fallbaren Proteine. 

3. Es wird ein radikalischer Mechanismus der enzymatischen Oxy- 
dation postuliert, der die Hydroxylierung des Ostradiols-(17f) in 
Positionen, die zum aromatischen Ring in Beziehung stehen, deuten laBt. 

4. Die Bedeutung des Enzymsystems zur Regulierung des Ostrogen- 
spiegels in vivo wird diskutiert. 


Summary 


1. [{16-14C]-Oestradiol-178 disappears almost completely when in- 
cubated for 15 min. with rat liver microsomes in the presence of TPNH 
and oxygen. 

2. There is a rapid production of 17f-hydroxy-oestra-p-108-quinol. 
This shows an attack on the phenolic hydroxy! of oestradiol-178 by the 
enzyme system. More slowly, but also with a requirement for TPNH and 
oxygen, the trichloroacetic acid-precipitable protein fraction becomes 
labelled. 








stro 
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3. A radical mechanism for the enzymic oxidation is postulated, 
which permits the interpretation of the hydroxylation of 17-oestradiol 
at positions belonging to the aromatic ring. 

4. The significance of the enzyme system in the regulation of the 
oestrogen level in vivo is discussed. 


Dr. E. Hecker, Mazx-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethe- 
straBe 31. 
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Uber Hopfenbitterstoffe, XV! 
4-Desoxy-humulon und Analoga 
Von 
Herbert Hiibner?, Johann Maier® und Wolfgang Riedl 


Aus dem Chemischen Institut Weihenstephan und dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie 
der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Mai 1961) 


Herrn Professor Dr. Hermann Fink zum 60. Geburtstag gewidmet 


Der Hopfen (Humulus lupulus) enthalt nach heutigem Wissen an 
definierten Bitterstoffen Lupulone (Ia—c, 5—10%)*, Humulone 
(Ila—e, 5—10%)*, deren Oxydationsprodukte®, sowie das kiirzlich von 
uns entdeckte 4- Desoxy-humulon (IIIa, 0,02%)®. In englischem und 
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1 XIV. Mitteil.: W. Riedl u. E. Leucht, Chem. Ber. 91, 2784 [1958]. 

2 Aus der Dissertat. H. Hiibner, Techn. Hochschule Miinchen 1959. 

3 Aus der Dissertat. J. Maier, Techn. Hochschule Miinchen 1961. 

4 C.H. Hassall in J. W. Cook, Progress in Organic Chemistry, S. 123, 
Butterworths Scientific Publications, London 1958; W. Riedl u. J. Nickl, Chem. 
Ber. 89, 1863 [1956], und die dort zit. Lit. 

5 ,,Humulinone‘: M.Verzele, J.N.Shoolery u. F. Alderweireldt, 
Tetrahedron 9, 271 [1960]; ,,Hulupone‘‘: R. Stevens u. D. Wright, Proc. chem. 
Soc. [London] 1960, 417. 

6 W. Riedl u. H. Hiibner, Angew. Chem. 70, 343 [1958]. 
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amerikanischem Hopfen iiberwiegen im allgem. die Isobutyryl- (Ib, 
IIb) in deutschem die Isovaleryl-Verbindungen (Ia, ILa)*. «-Methyl- 
butyryl-4 (Ic, IIc) und anderen Analoga’ kommt geringere Bedeutung zu. 

Wir haben nun auch die Acyl-Analoga IITb (4-Desoxy-cohu- 
mulon) und IIIc (4-Desoxy-adhumulon) synthetisiert. Der Ver- 
gleich (Tab.) mit synthet. II[a* und mit der von uns aus Hallertauer 
Hopfen isolierten 4-Desoxy-humulon-Fraktion® zeigte, daB sie, wie zu 
erwarten, hauptsachlich IIIa enthielt. 


Vergleich von synthet. und aus Hopfen isolierten 4-Desoxy-humulonen. 














elan Tribenzoat 

is Schmp. 
4-Desoxy-humulon (IIIa) ........ 82—83° 138—139° 
4-Desoxy-cohumulon (IIIb) ....... 88—89° 152—153° 
4-Desoxy-adhumulon (IIIc) ....... Ol 126—127° 
4-Desoxy-humulon aus Hallertauer Hopfen 81—82° 134—136° 


4-Desoxy-humulon (IIIa) und Analoga sind sehr oxydations- 
empfindlich und lassen sich leicht in Humulone (IIa und Analoga) 
iiberfiihren®. Dementsprechend fanden wir auch in der Pflanze immer nur 
sehr geringe Konzentrationen: 1957 0,02%, 1958 0,038%, 1959 0,05% 
natiirl. 4-Desoxy-humulon (iiberwiegend IIIa). Frithere analytische 
Untersuchungen an heranreifendem Hopfen?® hatten gezeigt, daB der 
Humulon-Gehalt ansteigt auf Kosten der Lupulon-Konzentration. 
4-Desoxy-humulon (III) kénnte bei dieser Umwandlung von I in II 
das biosynthet. Zwischenglied darstellen. Wir waren jedoch nicht im- 
stande, in heranreifendem Hopfen (Hallertau, Ernten 29.7., 5. 8., 
19. 8. 1958) 4-Desoxy-humulon exakt nachzuweisen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Unterstiitzung der 
Arbeit vielmals gedankt. Dem Verband der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemischen Industrie, danken wir fiir die Gewahrung eines Stipendiums 
(H. Hiibner). : 

Beschreibung der Versuche 
4-Desoxy-humulon (IIT a) 

Die entwickelte Isolierungsmethode beruht auf der unterschiedlichen Aciditat 
und Eisenchlorid-Reaktion von Lupulon (I) und Humulon (II) einerseits und 
4-Desoxy-humulon (ITI) andererseits. 

Trennung von Lupulon (I), Humulon (II) und 4-Desoxy-humulon 
(III): 0,5 g Lupulon (I, iiberwiegend Ia, Schmp. 90—93°), 0,5 g Humulon (II, 
iiberwiegend Ila, Schmp. 61—63°) und 0,5g synthet. 4-Desoxy-humulon® 
(IIIa, Schmp. 80—82°) wurden in 20 cm’ Benzol gelést und dann ausgeschiittelt 
mit a) gesitt., 50proz. waBr.-methanolischer Kaliumhydrogencarbonat- 
lésung (12X25 cm$), b) gesatt., 50proz. wiBr.-methanolischer Natriumcarbo- 


7 M. Verzele, Bull. Soc. chim. Belgique 67, 278 [1958]. 

8 W. Riedl u. H. Hiibner, Chem. Ber. 90, 2870 [1957]. 

® W. Wollmer, Ber. dtsch. chem. Ges. 58, 672 [1925]; T. W. Campbell u. 
G. M. Coppinger, J. Amer. chem. Soc. 78, 1849 [1951]; W. Riedl, Chem. Ber. 
85, 692 [1952]; P. M. Brown u. G. A. Howard, J. chem. Soc. [London] 1960, 164. 

10 M. Verzele u. P. Eugene, Fermentatio 1948, 95. 
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natlésung (520cm%). Aus a) konnten, nach Ansaéuern und Extraktion mit 
Hexan, 0,87 g Lupulon ([a) und Humulon (IIa) wiedergewonnen werden; b) lieferte 
0,5 g 4-Desoxy-humulon (IIIa), nach Umkristallisieren aus Pentan (10 cm’) vom 
Schmp. 82—83°. 


Isolierung von natiirl. 4-Desoxy-humulon (iiberwiegend IIIa) 
aus Hallertauer Hopfen 


a) Ernte 1. 9. 1959": 200 g Hopfen (Wassergehalt 8,6°%; Lupulon 10,1% ; 
Humulon 6,1°% [Analysen-Methode W. Riedl und E. Schild??]) wurden mit 1,51 
Methanol im Starmix homogenisiert. Der dunkelgriine, filtrierte Extrakt wurde im 
Vak. unter Stickstoffeingedampft, der Riickstand in 100 em* Benzol aufgenommen. 
Durch Ausschiitteln mit a) gesatt., 50proz. waBr.-methanolischer Kaliumhy- 
drogencarbonatlésung (4100, 5x80, 7x50 cm*) wurde der GroBteil des 
Lupulons (I, iberwiegend Ia) und Humulons (II, iiberwiegend Ifa) entfernt. Die 
anschlieBende Extraktion mit b) gesatt., 50proz. waBr.-methanolischer N atrium - 
carbonatlésung (4x80, 30x50 cm) lieferte, nach vorsichtigem Ansauern auf 
pH 4,538, 3,85 g braunliches Harz, das in Athanol schmutzig rotbraune Eisen- 
chlorid-Reaktion zeigte. Es wurde in 25 cm* Benzol aufgenommen und erneut 
nach a) (9x15 cm?) und b) (1010 cm*) extrahiert. Die resultierende 2. Soda- 
fraktion ergab 0,8 g Harz mit braun -violetter Eisenchlorid-Reaktion (in Athanol). 
Die Wiederholung dieses Schritts (3. Sodafraktion) lieferte schlieBlich 0,43 g¢ Harz 
mit blauvioletter Eisenchlorid-Reaktion. Aus der Lésung in 8 cm? Pentan 
(Sdp. 30—39°) schieden sich bei —20° 0,29 g 4-Desoxy-humulon ab (gelbliche, 
zu Warzen vereinte Prismen vom Schmp. 75—78°, blauviolette Eisenchlorid- 
Reaktion), verunreinigt durch eine unbekannte Substanz (lange, spitze gelbliche 
Nadeln vom Schmp. 68—70,5°, negative Eisenchlorid-Reaktion). Diese Bei- 
mischung war nur einmal zu beobachten. Da sich die Abtrennung als schwierig 
erwies, wurde direkt benzoyliert. 

Tribenzoat: 0,23 g der obigen 4-Desoxy-humulon-Rohfraktion lieferten 
91 mg (20,6% d. Th., entspr. 0,026% 4-Desoxy-humulon-Gehalt im Ausgangs- 
hopfen) farblose, glainzende Blattchen (aus Methanol) vom Schmp. 134—136°, die 
mit authent. Material® (Schmp. 138—139°) keine Depression ergaben. 

Cy2H4.0, (658,8) Ber. C 76,57 H 6,42 
Gef. C 76,65 H 6,59 
Da von uns durchgefiihrte analoge Benzoylierungen® sonst mit wenigstens 50°, 
Ausbeute verliefen, schlieBen wir bei obigem Hopfen auf einen Mindestgehalt an 
4-Desoxy-humulon von 0,05%%. 


b) Ernte 17. 9. 195814: 0,038% 4-Desoxy-humulon vom Schmp. 77—78°; 
Tribenzoat vom Schmp. und Misch-Schmp. 134—135°; 
CyoH,.0, (658,8) Ber. C 76,57 H 6,42 
Gef. C 76,97 H 6,48 


c) Ernte 195715: 0,02% Illa vom Schmp. 81—82° und Misch-Schmp. (mit 
synthet. IIIa, Schmp. 82—83°) 81—83°; 


1 Selbstgepfliickt auf dem Hopfenversuchsgut Hiill (Hallertau) der Bayer. 
Landesanstalt fiir Pflanzenbau und Pflanzenschutz, Miinchen, durch das freundl. 
Entgegenkommen von Herrn Prof. Dr. F. Zattler. 

12 W. Riedl u. E. Schild, Brauwissenschaft 1952, 81. 

18 Zur Vermeidung von Chroman-Ringschliissen: R.Mitteldorf u. 
W. Riedl, Chem. Ber. 98, 309 [1960]. 

14 Selbstgepfliickt auf einem Gut der Hopfenhandlung Sebastian Kutscher, 
Au-Hallertau. 

18 Handelshopfen, bezogen durch S. Kutscher, Au-Hallertau. 
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C.,H;,0, (346,5) Ber. C 72,79 H 8,72 
a Gef. C 72,84 H 8,82 
UV-Spektrum (in Athanol, vgl.§): 
Amin 252,5 mu; Emin 2050; Amax 292,5 mu; Emax 17730 


d) Ernten vom 29. 7., 5. 8., 19. 8. 195814: Aus den pentan-léslichen Soda- 
fraktionen (20mg; 50mg; 160mg; schmutzig-violette Eisenchlorid-Reaktion) 
konnte kein IIIa oder IIla-Tribenzoat isoliert werden. 


Synthese von 4-Desoxy-co- (IIIb) und -adhumulon (IIIc) 


Phlor-«-methyl-butyrophenon: Die Umsetzung von Phloroglucin 
und «-Methyl-butyrylchlorid nach der beschriebenen Friedel-Crafts-Variante!® 
lieferte das Monohydrat (Ausb. 51% d. Th.) vom Schmp. 62—64° (61—63° ""). 
Die wasserfreie Verbindung stellt ein hygroskop. Harz dar. 


C,,H,,0,° H,O (228,2) Ber. C 57,88 H 7,06 
Gef. C 58,07 H 7,06 


5 - Bis - [y.y-dimethyl - allyl] - phlorisobutyrophenon (4- Desoxy - 
cohumulon, IIIb): Die Umsetzung von 20g Phlorisobutyrophenon'® mit 
Kaliumhydroxyd und y.y-Dimethyl-allylbromid (Molverhaltnis 1:1,5:1,5) in 
80proz. Methanol und die Aufarbeitung wurden durchgefihrt, wie fiir das Acetyl- 
Analogon bereits beschrieben®. Die 1. Sodafraktion (4,77 g teilweise kristallines Ol) 
lieB sich durch Auskochen mit 100 cm® Pentan auftrennen in einen unléslichen a) 
und einen léslichen Teil b). a): 1,77 g gelbliche Kristalle vom Schmp. 138—140°, 
nach Umkristallisieren aus Benzol vom Schmp. 156—158°, sublimierbar bei 140°/ 
0,2 Torr, die nach Analyse und Eigenschaften (violette Eisenchlorid-Reaktion) !* 
das noch nicht beschriebene 3 -[y.y- Dimethyl-allyl]-phlorisobutyrophenon 
darstellen. 

C,;H,,0, (264,3) Ber. C 68,16 H 7,62 
Gef. C 68,16 H 7,57 


b) Der nach Verdampfen des Pentans verbliebene Riickstand (3,0 g) wurde 
in 15 em? Benzol gelést und erneut mit gesitt., 50proz. waGr.-methanolischer 
Kaliumhydrogencarbonatlésung (10x10 cm*) bzw. Natriumcarbonatlésung aus- 
geschiittelt. Diese 2. Sodafraktion lieferte 4-Desoxy-cohumulon (IIIb) in 
Form gelblicher, zu Warzen vereinter Prismen (0,90 g, 2,7°% d. Th.) vom Schmp. 
88—89° (aus Pentan), die in Athanol eine blauviolette Bisenchlorid- Reaktion er- 
gaben. Der Misch-Schmp. mit dem analogen 4-Desoxy-humulon (Schmp. 81—83°) 
lag bei 70—72°. 

Cy9H,,0, (332,4) Ber. C 72,25 H 8,49 
m Gef. C 71,98 H 8,51 
UV-Spektrum (in Athanol): 


Amin 252,5 mu; Emin 3260; Amax 290 mu; Emax 18260 


Tribenzoat (Benzoylchlorid/Pyridin): farblose, sechseckige Blattchen (aus 
Methanol) vom Schmp. 152—153°. 


Cy:H4 90, (644,7) Ber. C 76,37 H 6,25 
Gef. C 76,40 H 6,36 


3.5-Bis-[y.y-dimethyl-allyl]-phlor-«-methyl-butyrophenon (4- 
Desoxy-adhumulon) (IIIc): Die analoge Prenylierung von 21,7 g Phlor-«- 
methyl-butyrophenon-monohydrat in Wasser lieferte aus der 2. Soda- 


16 W. Riedl, Liebigs Ann. Chem. 585, 38 [1954]. 

17 G. A. Howard u. A. R. Tatchell, Chem. and Ind. 32, 992 [1954]. 

18 Vgl. Analoga: W. Riedl, J. Nickl, K.H. Risse u. R. Mitteldorf, 
Chem. Ber. 89, 1849 [1956]. 
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fraktion 2,7 g (8,2% d. Th.) IIIc als gelbliches Ol, das nicht zur Kristallisation 
gebracht werden konnte. 

Tribenzoat: farblose, sechseckige Blaittchen (aus Methanol; Ausb. 44%, 
d. Th.) vom Schmp. 126—127°. 


CyoH4.0, (658,8) Ber. C 76,57 H 6,42 
Gef. C 76,46 H 6,34 


Zusammenfassung 

Im AnschluB an friihere Untersuchungen iiber 4-Desoxy-humulone 
wurden die wichtigsten Analoga synthetisiert und mit dem Naturstoff 
verglichen. 

Summary 

In connection with earlier researches concerning 4-deoxy-humulone 
the most important analogues have been synthesized and compared 
with the natural material. 


Professor Dr. Wolfgang Riedl, Chemisches I nstitut, Institut fiir Landwirt- 
schaftliche Technologie der Technischen Hochschule Miinchen, Weihenstephan. 
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Uber den Abbau des Nicotins durch Bakterienenzyme, V! 


Der Abbau des L-6-Hydroxy-nicotins zu [y-Methylamino-propy]]- 
[6-hydroxy-pyridyl-(3) ]-keton 
Von 
F, Arnold Gries, Karl Decker und Margarethe Briihmiiller 


Aus dem Chemischen Universititslaboratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie, 
und dem Max-Planck-Institut fiir Zellchemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mai 1961) 


Der oxydative Abbau des L-Nicotins durch lésliche Enzyme aus 
Arthrobacter oxydans* fiihrt iiber eine Reihe von Zwischenprodukten, 
die auf Grund charakteristischer optischer Eigenschaften nachgewiesen, 
papierchromatographisch getrennt und nach der zeitlichen Reihenfolge 
ihres Auftretens mit I bis V bezeichnet wurden’. Das erste Oxydations- 
produkt des L-Nicotins konnte nach seiner Isolierung als L-6-Hydroxy- 
nicotin identifiziert werden!. Bei dem Abbau dieser Substanz, der je 
nach den Reaktionsbedingungen entweder die bereits beschriebenen 
blauen Farbstoffe? oder Produkt V liefert, ist als weiteres Zwischen- 
produkt die Verbindung III nachweisbar, deren Struktur bereits kurz 
mitgeteilt wurde*. Nach dem AbschluB unserer Versuche berichteten 
auch Hochstein und Rittenberg? tiber das Auftreten dieses Produktes 
bei einem bakteriellen Nicotinabbau. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Isolierung dieser Substanz, 
ihre Identifizierung als [y-Methylamino-propy] ]-[6-hydroxy-pyridyl-(3) ]- 
keton* sowie ihre chemischen und optischen Eigenschaften beschrieben. 
Untersuchungen zum Mechanismus ihrer enzymatischen Bildung aus 
L-6-Hydroxy-nicotin fiihrten zur Annahme eines Zwischenprodukts II, 
dessen Existenz und Struktur wahrscheinlich gemacht werden konnten , 


Isolierung des Zwischenprodukts III 


Aus den friiher beschriebenen Versuchen, die zum Nachweis der 
Substanz III fiihrten*, war zu ersehen, daB dieses Produkt unter den 
iiblichen Bedingungen in einer geringen stationéren Konzentration vor- 


* Die Substanz wurde friiher (I. c.4) als 6-Hydroxy-3-[y-methylamino- 
butyryl]-pyridin, von Hochstein und Rittenberg® als 6-Hydroxy-pseudo-oxy- 
nicotin bezeichnet. 

1 IV. Mitteil.: K. Decker, H. Eberwein, F. A. Gries u. M. Briihmiiller, 
Biochem. Z. 384, 227 [1961]. 

2 TI. Mitteil.: H. Eberwein, F. A. Gries u. K. Decker, diese Z. 323, 236 
[1961]. 
3 TIT. Mitteil.: K. Decker, F. A. Gries u. M. Brithmiiller, diese Z. 323, 249 
[1961]. 
4 J. Mitteil.: K. Decker, H. Eberwein, F. A. Gries u. M. Briihmiiller, 
diese Z. 319, 279 [1960]. 

5 L. I. Hochstein u. 8. C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 235, 795 [1960]. 
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liegt, so daB eine Isolierung wenig aussichtsreich ist. Es wurde deshalb 
versucht, die Folgereaktionen spezifisch zu hemmen. Durch Vorinku- 
bation des Enzyms mit p-Chlormercuri-benzoat konnte erreicht werden, 
daB die Umsetzung von L-6-Hydroxy-nicotin in Gegenwart von 2.6-Di- 
chlor-phenol-indophenol auf der Stufe der Substanz III stehen bleibt: 
durch die Hemmstoffkonzentration, die eine Oxydation von III weit- 
gehend unterbindet, wird jedoch seine Bildung aus L-6-Hydroxy-nicotin 
ebenfalls stark gehemmt. Dariiber hinaus vermindern die zugesetzten 
Redoxfarbstoffe die L-6-Hydroxy-nicotin-Oxydation!. Verzichtet man 
auf deren Zugabe, so entfallen diese Schwierigkeiten. Da die Bildung 
von Substanz IV weitgehend an die Gegenwart von Elektronenaccep- 
toren gebunden ist, k6nnte man auch auf den Zusatz von p-Chlormercuri- 
benzoat verzichten. Unter diesen Bedingungen wird jedoch eine betracht- 
liche Menge an blauem Farbstoff gebildet, der eine auBerst hartnackige 
Verunreinigung bei der Isolierung von III darstellt. Dieser ProzeB, der 
bei hohen Konzentrationen an Oxydantien blockiert ist*, wird durch die 
blauen Bakterienpigmente selbst stimuliert. Er stellt, wahrscheinlich 
auf Grund der Redoxeigenschaften des Farbstoffs?, eine Art autokata- 
lytischen ‘Prozesses dar. Rohe Enzymextrakte enthalten aber stets noch 
geringe Mengen des Pigments, die ausreichen, diesen stdrenden Begleit- 
prozeB in Gang zu bringen. Auf eine Verwendung von Redoxfarbstoffen 
lieB sich erst verzichten, als es sich zeigte, da die Behandlung des 
Bakterienextrakts mit Aktivkohle! (bei 90proz. Ausbeute des Enzym- 
systems, welches Produkt III aus L-6-Hydroxy-nicotin bildet) die Bil- 
dung der blauen Farbstoffe vollstandig unterbindet. Mit Hilfe eines so 
vorbereiteten Enzymextraktes lieB sich III in etwa 70proz. Ausbeute 
anhaufen. 

Die Isolierung des Produkts erfolgte durch Extraktion des lyophili- 
sierten Reaktionsansatzes mit absol. Athanol, Reinigung an Aluminium- 
oxyd, fraktionierte Fallung mit Alkohol-Ather-Gemischen, Kristalli- 
sation und mehrfache Umkristallisation aus absol., chlorwasserstoff- 
gesatt. Athanol. Man erhielt schéne, farblose Kristalle eines stark sauren 
Salzes vom Schmp. 157°, deren elementare Zusammensetzung der 
Summenformel C,,H,,N,0, - 2 HCl entspricht. 

Die Substanz bildet mit waBrigen Lésungen von Pikrin-, Pikrolon- 
oder Silicowolframsaéure keine schwerldéslichen Salze. Auch die Her- 
stellung von Keton-Derivaten nach den iiblichen Verfahren ist nicht 
méglich, doch gewinnt man ein 2.4-Dinitro-phenylhydrazon, wenn die 
Umsetzung in 96proz. Athanol erfolgt. Das Zwischenprodukt III reagiert 
(wie 6-Hydroxy-nicotin und «-Pyridon) nicht mit Kénigs Reagenz. 
Die Probe nach Dragendorff auf die N-Methyl-Gruppierung ist positiv, 
die Eisen(III)-chlorid-Reaktion nur schwach ausgepragt, mit Ninhydrin 
entsteht eine schwach hellrote Farbung. Das Produkt ist in waBriger 
Lésung (c = 0,04) bei neutralem, saurem und alkalischem pH optisch 
inaktiv. Sein IR-Spektrum (Abb. 1) steht in Einklang mit der gefundenen 
Struktur, sein UV-Spektrum zeigt Abb. 2. 
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Abb. 1. IR-Spektrum des enzymatisch erhaltenen [y-Methylamino-propy]l]-[6- 
hydroxy-pyridyl-(3)]-ketons (Substanz ITI; feste Phase, NaCl-Prisma). 
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Bei der Papierchromatographie in Butanol/Essigsiure/Wasser 
10: 1:3 erscheint das Reduktionsprodukt (Rr 0,30) in einer deutlich 
vom 6-Hydroxy-nicotin (Rr 0,34) getrennten Zone. Es geht, beschleunigt 
durch Warme-, Saure- oder Alkalieinwirkung, in DL-6-Hydroxy-nicotin 
iiber, welches isoliert und durch UV- und IR-Spektroskopie, Schmp. und 
Mischschmp. mit authentischer Substanz identifiziert wurde. 

Inkubiert man das kristallisierte Zwischenprodukt III mit Enzym- 
extrakt, so erhalt man von der Oxydation des L-Nicotins her bekannte 
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Abbauprodukte. In Gegenwart von Redoxfarbstoffen entsteht zu- 
nachst unter Verbrauch von 0,5 Mol Sauerstoff pro Mol Keton die Sub- 
stanz IV, welche sich spontan und ohne erneute Sauerstoffaufnahme 
in V umwandelt4. Dies steht in Ubereinstimmung mit friiheren 
Beobachtungen, denen zufolge bei der Bildung von IV bzw. V aus L-6- 
Hydroxy-nicotin ein Mol O, verbraucht wird, wobei fiir die Reaktion 
L-6-Hydroxy-nicotin — III die Aufnahme von 1 Sauerstoffaiquivalent 
gefunden wurde!. 
Das Enzym, welches III in Produkt IV umwandelt, kann in einem 
Reaktionsansatz, der dem fiir die Aktivitatsbestimmung der Nicotin- 
oxydase angegebenen entspricht?, 
1S unter Einsatz von III an Stelle von 
L-Nicotin getestet werden. Aus der 
Substratabhangigkeit der Reaktions- 
geschwindigkeit ergibt sich eine 











J Michaelis-Konstante von Ky = 

{ 50 1,25 - 10-5m (Abb. 3). 
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= Abb. 3. Abhangigkeit der Oxydations- 

? / . geschwindigkeit von der Konzentration 
25 an Keton III. 





Ansiatze : 40 «Mol Kaliumphosphat-Puffer, 
pH 6,85, 0,34 “Mol 2.6-Dichlor-phenol- 
indophenol, 0,02 ml kohlebehandelter 
Rohextrakt, variierte Mengen Keton ITT; 
d 1 em, t = 23°. 
Die Umsetzung wird durch Vorinkuba- 
Z J 5 tion des Enzyms mit 0,01m Jodacetamid 
10°c [m Keton I]—— nicht gehemmt. 























Inkubiert man III mit Rohextrakt unter Ausschlu 8 vonkiinstlichen 
Redoxfarbstoffen, so wird es, wie auch L-6-Hydroxy-nicotin, tiber ver- 
schiedene Zwischenprodukte in die blauen Bakterienfarbstoffe um- 
gewandelt. 

Die Verbindung IIT enthalt noch alle Kohlenstoff- und Stickstoff- 
atome des Nicotins; dies folgt, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
der Elementaranalyse, aus der Tatsache, dai beim Abbau von L-Nicotin 
zu Produkt V weder Ammoniak noch Kohlendioxyd abgespalten werden 
und ein in der Methylgruppe markiertes Nicotin eine markierte Substanz 
V liefert®. Auf Grund der Sauerstoffbilanz seiner Bildung muB III einen 
héheren Oxydationsgrad besitzen als L-6-Hydroxy-nicotin. Die noch zu 
besprechenden spektralen Eigenschaften von III sowie seine Reduzierbar- 
keit durch Kaliumborhydiid in waBriger Losung sprechen fiir die Neu- 
bildung einer Carbonylfunktion; diese Annahme wird durch die Bildung 
eines 2.4-Dinitro-phenylhydrazons gesichert. Wir sehen deshalb in der 
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Substanz ITT das [y-Methylamino-propy] ]-[6-hydroxy-pyridyl-(3) ]-keton, 
welches in der kristallisierten Substanz als Dihydrochlorid vorliegt. 

Das Keton III kann nach dem Gesagten enzymatisch in die von 
der Nicotinoxydation her bekannten Endprodukte umgewandelt 
werden. Da sein voriibergehendes Auftreten auch beim Abbau des 
Nicotins durch Trockenzellen und Zellhomogenate stets nachweisbar ist, 
und es demnach in enzymatischen Ansatzen sowohl gebildet als auch 
weiter abgebaut wird, bestehen an der Zwischenproduktnatur der iso- 
lierten Substanz keine Zweifel. 

Um die angegebene Struktur des Ketons III weiter zu sichern, wurde 
die Verbindung auch chemisch synthetisiert. Die gewahlte Reaktions- 
folge fiihrte in Analogie zur Spathschen Nicotinsynthese®, von der 
6-Hydroxy-nicotinsaiure ausgehend, iiber deren Athylester durch Kon- 
densation mit 1-Methyl-pyrrolidon-(2) zu [6-Hydroxy-pyridyl-(3)]- 
[1-methyl-2-oxo-pyrrolidyl-(3) ]-keton (A), dessen Hydrolyse und Keton- 
spaltung die gewiinschte Substanz lieferte. 








COR 2C 
i hit ; gg, 
| | its | | —Heo8 | | | 
HO ‘NNT 04 \NZ HO’ \N% oF \N*% 
CH, CH, 
A 
CO CH, NH, 
HCl a ( _— cH,” — co, 
Ho’ SN” Il 


Wahrend die Ester-Kondensation zwischen Nicotinsdure-athylester 
und 1-Methyl-pyrrolidon-(2) stets mit guter Ausbeute das der Verbin- 
dung A analoge — durch eine intensive blaugriine Eisen(III)-chlorid- 
Reaktion erkennbare — /-Ketosaiureamid liefert, verlauft die Reaktion 
mit dem 6-Hydroxy-nicotinsdiureester unter den verschiedensten Be- 
dingungen in schlecht reproduzierbarer Weise und mit geringen Aus- 
beuten. Verbindung A ist eine bei 212° schmelzende, aus Essigester- 
Benzol kristallisierbare Substanz. Ihr UV-Spektrum (Abb. 4) 1aBt die 
Ahnlichkeit mit der Kurve des 6-Hydroxy-pyridin-aldehyds-(3) er- 
kennen, welcher in iibersichtlicher Weise durch MnO,-Oxydation des aus 
6-Hydroxy-nicotinsaureester durch Lithiumaluminiumhydrid-Reduktion 
gewonnenen Alkohols erhalten wurde. 

Die saure Ketonspaltung von Verbindung A fiihrt zu einer Substanz, 
die ihrem spektralen und chromatographischen Verhalten nach mit dem 
Produkt III der biologischen Nicotinoxydation identisch ist; diese Uber- 
einstimmung gilt auch fiir die Produkte der Kaliumborhydrid-Reduktion 


6 EK. Spaéth u. H. Bretschneider, Ber. dtsch. chem. Ges. 61, 327 [1928]. 
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beider Substanzen. Inkubation der synthetischen Verbindung mit En- ph 
zymextrakt fiihrt, ebenso wie bei III, zur Bildung blauer Pigmente; in Ve 
Gegenwart von 2.6-Dichlor-phenol-indophenol entsteht aus beiden Ver- An 
bindungen mit gleicher Geschwindigkeit das gleiche Endprodukt V. Es ka 
diirfte demnach kaum ein Zweifel an der Identitét beider Produkte gek 
bestehen. bu 
der 
En 
den 
gel 
unc 
10 
3 
45 
des 
bar 
Ald 
200 250 300 350 
A [mu] tiie. Phe 
der 
Abb. 4. UV-Absorptionsspektren des [6-Hydroxy-pyridyl-(3)]-[1-methyl-2-oxo- 6-H 
pyrrolidyl-(3)]-ketons (Substanz A, 12,3 y/ml; —) in 
a) 0,02m Phosphatpuffer, pH 6,85 
b) in 0,1n NaOH 
und von 6-Hydroxy-pyridin-aldehyd-(3) (6,75 y/ml; — — — —) in 
c) Wasser, Q 
d) 0,1n NaOH, 
e) in 0,ln NH,OH. 
Die optischen Eigenschaften der Verbindung III in 
EKiner besonderen Bemerkung bedarf das spektrale Verhalten des Fal 
Ketons ITI, das gleichfalls zur Stiitzung der angegebenen Strukturformel my' 
beitragt. Die Verschiebung des 230-my-Maximums des L-6-Hydroxy- Kis 
nicotins nach 288 my und das damit verbundene Verschwinden der 2 
297-mu-Absorption in neutralem Milieu ist durch die Erweiterung des 
konjugierten Systems zu deuten, die mit der Einfiihrung einer chromo- 1258 
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phoren Gruppe in Nachbarschaft zum Pyridinring bei gleichzeitigem 
Verlust der «-Pyridon-Struktur gegeben ist. Da es sich auf Grund der 
Analysenergebnisse nicht um 6-Hydroxy-N-methyl-myosmin handeln 
kann, kommt nur die Einftihrung einer C=O-Gruppe in Betracht; dies 
geht aus der Reduzierbarkeit mit Kaliumborhydrid und dem damit ver- 
bundenen Verlust der chromophoren Gruppierung hervor und wird durch 
die pH-Abhangigkeit des UV-Spektrums bestatigt. Es ist naheliegend, 
der bei pH-Werten von 8 bis 11 vorliegenden Form die Struktur eines 
Enolats zuzuordnen; eine Rotverschiebung bei den Ubergingen Keton 
> Enol — Enolat ist unter anderem von den Acetessigsdurederivaten her 
gelaufig’. Fiir das Enolat stehen zwei Formeln zur Diskussion (IIla 
und b), die vermutlich miteinander in tautomerem Gleichgewicht stehen: 


Ho” SN’ IIIa 


C CH, NH 
i | \cH,% *\ cH,” \cH, 
oO? 
oF SN7 IIIb 


Fiir eine Beteiligung der Form IIIb spricht das spektrale Verhalten 
des 6-Hydroxy-pyridin-aldehyds-(3), das eine dem Keton III vergleich- 
bare pH-Abhangigkeit aufweist (gestrichelte Kurven in Abb. 4); dieser 
Aldehyd ist zu einer Struktur analog IIIa jedoch nicht befahigt. 

Fir die Blauverschiebung in starker alkalischem Milieu kann die 
Phenolat-Bildung (IIIc), entweder verbunden mit einer Zuriickdrangung 
der Form IIIb oder dem durch Alkali begiinstigten RingschluB zu 
6-Hydroxy-N-methyl-myosmin, verantwortlich sein. 

OT ims an 
be CH CH, CH, ’ 
-— IIIc 00” SN¥ du, 
6-Hydroxy-N-methyl-myosmin 


Die genannten spektralen Veranderungen sind reversibel und stehen 
in einem pH-abhangigen Gleichgewicht miteinander. Die in diesem 
Falle zu fordernde hydrolytische Ringéffnung des 6-Hydroxy-N-methyl- 
myosmins steht jedoch im Widerspruch zu Befunden von Haines, 
Eisner und Woodward§, denen zufolge N-Alkyl-A?-pyrroline, im 


7 K. Decker, Die aktivierte Essigsaure, S. 84 ff., F. Enke, Stuttgart 1959. 
8 P. G. Haines, A. F. Eisner u. C. F. Woodward, J. amer. chem. Soc., 67, 
1258 [1945]. 
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Gegensatz zu den entsprechenden sek. Aminen, in waBriger Lésung nicht 
hydrolysiert werden. Die Autoren kommen im besonderen zu der Aus- 
sage, daB N-Methyl-myosmin selbst bei langdauerndem Erhitzen mit 
konzentrierter Saure oder Alkali keine hydrolytische Ring6éffnung er- 
fahrt. DaB diese Vorstellung keine allgemeine Giiltigkeit beanspruchen 
kann, geht aus der Tatsache hervor, da frisch destilliertes N-Methyl- 
myosmin unter den gleichen Bedingungen wie das Keton III oder 
{y-Methylamino-propy] ]-[pyridyl-(3)|-keton ein 2.4-Dinitro-phenylhy- 
drazon bildet; bei der Umsetzung der Base mit waBriger Pikrinsaure- 
losung erhalt man das gleiche Pikrat (Schmp. 153—154° aus Wasser) 
wie mit der offenkettigen Verbindung, deren Konstitution durch Analyse 
belegt ist®. 

Auch werden N-Methyl-myosmin und [y-Methylamino-propyl]-[pyridyl-(3) ]- 
keton enzymatisch mit gleicher Geschwindigkeit zu den gleichen Produkten um- 
gesetzt. 


Zur Existenz eines Zwischenprodukts II] 


Die Formulierung der Umwandlung des 6-Hydroxy-nicotins in das 
Keton If macht die Annahme eines Zwischenprodukts erforderlich. 
Fiir den Mechanismus der Gesamtreaktion diskutieren wir folgende 
Méglichkeiten : 


a) es kann entweder L-6-Hydroxy-nicotin (I) zuerst im Pyrrolidin- 
teil dehydriert und der Ring anschlieBend gedffnet werden; 


b) es kann zuerst eine Ring6éffnung erfolgen, an die sich die De- 
hydrierung der alkoholischen Hydroxylgruppe anschlieBt; oder 

c) es findet eine Oxygenierung am Pyrrolidin-Stickstoff statt; die 
dabei entstehende N-Oxyd-Gruppierung wird dann zum Keton III 
aufgespalten. 


Im Falle a ware Substanz II das 6-Hydroxy-N-methyl-myosmin ; 
die Bildung dieser Verbindung liegt durchaus im Bereich des Méglichen: 
Die angereicherte Enzymfraktion AS,,', die Nicotin nur noch in 6-Hy- 
droxy-nicotin umwandelt, fiihrt N-Methyl-myosmin mit einer der 
Nicotinoxydation vergleichbaren Geschwindigkeit in das Keton III 
iiber. In solechen Ansétzen ist eine andere, optisch oder papierchromato- 
graphisch erkennbare Substanz nicht nachzuweisen. Diese Versuche 
sind jedoch insofern nicht schliissig, als die Hydroxylierung des Pyridin- 
rings in der 6-Stellung eine recht unspezifische Reaktion ist, wie 
Versuche mit Nornicotin und Anabasin gezeigt haben*. Die Hydrolyse 
des gebildeten 6-Hydroxy-N-methyl-myosmins zum Keton diirfte bei 
physiologischen pH-Werten wohl spontan verlaufen. 


Ein Auftreten von 6-Hydroxy-myosmin beim Abbau von Nor- 
nicotin und von 6-Hydroxy-1.6-dehydro-anabasin beim Abbau von 





® P. G. Haines u. A. Eisner, J. Amer. chem. Soc. 72. 1719 [1950]. 
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Anabasin durch Pseudomonaden wurde von Wada!® beschrieben, ein 
analoger Abbau des Nicotins jedoch ausdriicklich verneint. 
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Im Falle b wiirde das Produkt II ein 1-[6-Hydroxy-pyridyl-(3) ]- 
4-methylamino-butanol-(1) sein. Es kann jedoch nicht durch direkte 
Hydrolyse des 6-Hydroxy-nicotins entstehen, vielmehr miBte es sich 
bei dieser Reaktion um ein im Bereich der Zellchemie noch nicht be- 
obachtetes Analogon zur Mentschutkin-Reaktion"™, einer Variante 
des Hofmann-Abbaus, handeln. Der sek. Alkohol sollte identisch sein 
mit jenem Produkt, das man bei der Kaliumborhydrid-Reduktion von 
Keton III erhalt. Im Gegensatz zu der durch chemische Reduktion ge- 
wonnenen racem. Verbindung ist bei seiner enzymatischen Bildung nur 
das Auftreten des einen optischen Antipoden wahrscheinlich, wahrend 
der andere — bei der bekannten Stereospezifitat des Abbaus von 6-Hy- 
droxy-nicotin — vermutlich inaktiv ist. Es lieB sich nun tatsachlich 
zeigen, daB das reduzierte Keton mit der gleichen Geschwindigkeit wie 
DL-6-Hydroxy-nicotin — und zwar ebenfalls zu 50% — wieder in das 
Keton III zuriickverwandelt wird. Im Hinblick auf die quantitative 


10 K. Wada, Arch. Biochem. Biophysics 72, 145 [1957]. 
1 J. Read u. J. Walker, J. chem. Soc. [London] 1984, 308. 
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Seite dieser Umsetzung ist zu beriicksichtigen, daB dieser sek. Alkohol 
leicht in DL-6-Hydroxy-nicotin tibergeht. Immerhin sprechen die Ver- 
suche dafiir, daB 1-[6-Hydroxy-pyridy]-(3) |-4-methylamino-butanol-(1) 
enzymatisch dehydriert werden kann. Wenn diese Verbindung aus L-6- 
Hydroxy-nicotin intermediar entsteht, so sollte sie im Isotopenversuch 
bei anaerober Inkubation mit Enzym und L-6-Hydroxy-nicotin-[me- 
thyl-4C] Radioaktivitat aufnehmen und chromatographisch nachweisbar 
werden. Versuche dieser Art verliefen jedoch stets negativ. 

Der Reaktionsmechanismus nach c¢ scheint aus verschiedenen 
Griinden am meisten befriedigend. Im Gegensatz zu den Méglichkeiten 
a und b vermag die Reaktionsfolge c den Sauerstoffbedarf und die damit 
verbundene Hemmung durch Oxydantien zu erklaren, die im Fall von 
Dehydrierungsreaktionen unverstandlich erscheint. Fiir die N-Oxyd- 
Bildung am Pyrrolidinstickstoff ist ein biologisches Analogen bekannt??. 
Das Oxygenierungsprodukt kann leicht unter Bildung des Ketons IIT 
aufgespalten werden. In diesem Zusammenhang scheint es erwahnenswert, 
daB man bei ahnlichen Versuchen, wie sie zum Nachweis des Mechanismus b 
unternommen wurden, einen neuen, Radioaktivitat enthaltenden Fleck 
im Chromatogramm findet, wenn man L-6-Hydroxy-nicotin-[methyl-“C | 
aerob mit kohlebehandeltem Enzym inkubiert. Das deutet darauf hin, daB 
das fragliche Produkt II bereits einen hédheren Oxydationsgrad_ besitzt 
als L-6-Hydroxy-nicotin. Ungeklart ist bislang jedoch die Herkunft der 
Reduktionsaiquivalente und die Natur des Elektronendonators bei der 
Sauerstoffreduktion ; da durch Aktivkohlebehandlung und durch Dialyse 
gegen Athylendiamin-tetraacetat die Aktivitat des Enzyms nicht ver- 
mindert wird, kann offenbar kein dissoziables Coenzym (z. B. TPNH) 
beteiligt sein; die Wirksamkeit von enzymgebundenen Gruppen (evtl. 
Schwermetallen, vgl. 1. ¢.18) ist jedoch nicht auszuschlieBen. 

Die Aufklarung dieses postulierten Zwischenprodukts wird dadurch 
erschwert, daB es nicht gelingt, gr6Bere Mengen von IT aus Reaktions- 
ansaitzen zu isolieren. So muB es als fraglich gelten, ob II tiberhaupt in 
freier Form gebildet wird; mdéglicherweise tritt diese Verbindung nur 
als Enzym-Substrat-Komplex auf und wird sofort in das Keton III 
weiter umgewandelt. In diesem Falle besteht eine gewisse Chance, das 
Produkt zu fassen, nur bei Einsatz groBer Mengen an hochgereinigtem 
Enzym. 


Herrn Professor Dr. Dr. h. c. F. Lynen fiihlen wir uns fiir die groBziigige For- 
derung der Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet. F. A. Gries dankt der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, fiir persénliche und sach- 
liche Unterstiitzung. 

Beschreibung der Versuche 

Soweit hier nicht angefiihrt, sind die Methoden in vorangegangenen Mittei- 
lungen beschrieben worden!-, 

6-Hydroxy-nicotinsaure-aithylester wurde durch 6stdg. Kochen von 
14 g 6-Hydroxy-nicotinsaure, 15 ml konz. Schwefelsiure und 200 mi absol. 


2 EK. Wada u. K. Yamasaki, J. Amer. chem. Soc. 76, 155 [1954]. 
13 L. Massart u. R. Vercauieren, Annu. Rev. Biochem. 28, 527 [1959]. 
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Athanol hergestellt. Sodann wurde der GroBteil des Alkohols abdestilliert, die 
Schwefelsiure mit festem Kaliumcarbonat neutralisiert und die Salze abgesaugt. 
Darauf wurde im Vak. zur Trockne abgedampft und der Ester mit Benzol in der 
Soxhlet-Apparatur extrahiert. Der Ester lie8 sich durch abwechselnde Kristalli- 
sation aus Benzol, Essigester und Essigester-Petrolither (60—80°) reinigen. 
Schmp. 150°. 

6-Hydroxy-3-hydroxymethyl-pyridin: 2 g 6-Hydroxy-nicotin- 
siure-athylester wurden in 80 mi siedendem Tetrahydrofuran gelést und in 
geschlossener Apparatur langsam mit der Lésung von 1,7 g LiAl]H, in 40 m/ Tetra- 
hydrofuran versetzt. Nach 1stdg. Kochen wurde das Reaktionsgemisch auf —20° 
abgekithlt und Wasser bis zur Beendigung der Wasserstoffentwicklung zugetropft. 
Darauf wurden 50 m/l Wasser zugegeben, der Niederschlag abgesaugt und mit 
Tetrahydrofuran-Wasser gewaschen. Der in verd. Salzsiure geliste Niederschlag 
enthielt nach dem Spektrum etwa 10%, des Alkohols und wurde verworfen. Die 
waBr. Phase wurde neutralisiert und im Vak. zur Trockene gebracht; die kristal- 
line Masse wurde in wenig absol. Athanol aufgenommen und mit dem gleichen Vol. 
Essigester versetzt; die ausgeschiedenen Salze wurden abzentrifugiert. Durch Zu- 
satz von Benzol lieB sich eine kristalline Substanz erhalten, die bei 148° schmilzt. 
Mit 3.5-Dinitro-benzoylchlorid bildet sie kein schwerlésliches Dinitrobenzoat. 

6-Hydroxy-pyridin-aldehyd-(3):1g6-Hydroxy-3-hydroxymethy|- 
pyridin wurde in 50 ml Wasser gelést, mit 200 ml Aceton und 25 g eines frisch 
bereiteten Mangandioxyds" versetzt und 10 Stdn. mechanisch geschiittelt. Darauf 
wurde filtriert und das Aceton und ein Teil des Wassers im Vak. abdestilliert; es 
bildete sich eine farblose Kristallmasse, die aus wenig Wasser umkristallisiert 
wurde. Schmp. 219°. Die Substanz bildete ein nicht kristallisables 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazon; Umsetzung mit Semicarbazid liefert ein schén kristallisiertes 
Semicarbazon mit einem Schmp. > 250°. 

[y-Methylamino-propy]]-[6-hydroxy-pyridyl-(3)]-keton:2¢6-Hy- 
droxy -nicotinsaure-athylester, in 10 ml Benzol und 2 mi 1- Me- 
thyl-pyrrolidon-(2) gelést, wurden zu einer nach Briihl?® hergestellten Na- 
triumathylat-Suspension in 10 ml Benzol gegeben. Es trat anfanglich eine heftige 
Reaktion auf; das halbfeste Reaktionsgemisch wurde 15 Stdn. stehengelassen, dann 
6 Stdn. geschiittelt, darauf mit 10 m/ Benzol versetzt und 6 Stdn. unter RiickfluB 
gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde das Reaktionsgut langsam auf ein Gemisch 
von 10 mi Eisessig und 40 g fein zerstoBenem Eis gegossen, anschlieBend mit 
festem Kaliumcarbonat alkalisch gemacht und mehrmals mit je 10 m/ Essigester 
ausgeschiittelt. Die wiBr. Phase zeigte keine Farbreaktion mit salzsaurem Kisen- 
(III)-chlorid, die Essigester-Lésung hingegen eine (je nach Konzentration) intensiv 
griinblaue Farbung. Der Essigester wurde im Vak. abgezogen und der Riickstand 
mehrmals mit Petrolither zur Entfernung iiberschiissigen 6-Hydroxy-nicotinsaure- 
athylesters ausgezogen. Der verbleibende Rest léste sich in Chloroform; unter Zu- 
satz von Petrolather (80—95°) wurde er langsam eingeengt. Der kristalline, braune 
Riickstand wurde mehrmals aus Chloroform/Petrolather 1: 2 umkristallisiert. Es 
hinterblieben 35 mg schén kristallisierte, lange Nadeln, die bei 200° zu sublimieren 
begannen und bei 211—213° schmolzen. 

25 mg dieser Verbindung wurden mit 0,3 mil konz. Salzsiure in einem Bom- 
benrohr 8 Stdn. bei 130° gehalten. Danach wurde auf —78° abgekiihlt und das Rohr 
gedffnet. Den Inhalt neutralisierte man mit festem Natriumhydrogencarbonat und 
trocknete im Vak. Die feste Masse wurde mehrmals mit absol. Athanol extrahiert und 
die Extrakte getrocknet. Es hinterblieben 12 mg eines weiBen, amorphen Pulvers, 
dessen optische, enzymatische und papierchromatographische Eigenschaften mit 
denen des Ketons III iibereinstimmten. 


4 J. Attenburrow, A. P. B. Cameron, J. H. Chapman, R. M. Evans, 
B. A. Hems, A. B. A. Jansen u. T. Walker, J. chem. Soc. [London] 1952, 1104. 
15 J. W. Briihl, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3510 [1902]. 
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Versuche, die Ausbeute durch Variation der Reaktionsbedingungen (Lésungs- 
oder Kondensationsmittel) zu verbessern, blieben ohne Erfolg; ebenso Versuche, 
die Synthese aus 6-Hydroxy-pyridin-aldehyd-(3) und 1-Methyl-pyrrolidon-(2) zu 
erreichen oder iiber Aminierung von [y-Methylamino-propy]]-[pyridyl-(3) ]-keton, 
[Pyridyl-(3) ]-[1-methyl-2-oxo-pyrrolidyl-(3)]-keton, deren Reduktions- oder Keta- 
lisierungsprodukten mit der Methode von Tschitschibabin’® zum Ziel zu ge- 
langen. 
Isolierung des [y-Methylamino-propy]l]-[6-hydroxy-pyridyl-(3)]- 
ketons aus Enzymansatzen: Die Darstellung erfolgte nach zwei Verfahren: 
a) 50 ml Enzymextrakt (5,8 mg Protein/ml) werden mit 0,25 ml 0,002m p-Chlor- 
mercuri-benzoat (Endkonzentration 10-5m) versetzt und 10 Min. bei Zimmer- 
temperatur belassen. Dann wird mit 0,lm Kaliumphosphat-Puffer, pH 6,8, auf 
300 ml verdiinnt. Es werden 2 mi einer neutralen Lésung von L-6-Hydroxy- 
nicotin (100 mg/ml) und ein UberschuB (400 mg) von 2.6-Dichlor-phenol-indo- 
phenol zugegeben. Unter leichtem Riihren inkubiert man bei 25°. In Abstanden von 
etwa 30 Min. entnimmt man 0,1-ml-Proben, die mit Trichloressigséure enteiweiBt 
und mit Ather extrahiert werden. Dabei verbleiben die Produkte des Hydroxy- 
nicotinabbaus in der waBrigen Phase. Diese wird klar zentrifugiert und der Um- 
satz an Hand des UV-Spektrums kontrolliert. Um eine Uberlagerung der Absorp- 
tionsbanden zu vermeiden, erfolgt die Messung bei pH 9,0 bis 9,5. Die Bande des 
Ketons III bei 329 my ist dann deutlich gegen den Gipfel des 6-Hydroxy-nicotins 
bei 297 my abgesetzt und eine genaue Gehaltsbestimmung méglich. Nach 3 bis 4 Stdn. 
kommt die Reaktion langsam zum Stillstand und es werden Spuren von Produkt V 
nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt sind 20 bis 30° des 6-Hydroxy-nicotins in 
Keton umgewandelt. Nun wird der ganze Ansatz mit Trichloressigsaure versetzt 
und vorhandenes 2.6-Dichlor-phenol-indophenol durch Perforation mit Ather ent- 
fernt. Die waBrige Phase wird neutralisiert und lyophilisiert. Die weitere Aufarbei- 
tung erfolgt wie unten beschrieben. 

b) 40 ml frischer Enzymextrakt werden zunichst bei 0° unter gelindem Riihren 
portionsweise mit Carboraffin Cy,, 5,4 (insgesamt 1,5 g) versetzt und nach 10 Min. 
zentrifugiert. Der Proteingehalt betragt dann 4,8 mg/ml. Die Aktivitat des Enzyms, 
das die Reaktion 6-Hydroxy-nicotin —- Keton III katalysiert, wird mit dem friiher 
angegebenen Test bestimmt!. Sie betragt 90°/, der Ausgangsaktivitat. 

In einem typischen Ansatz wurden 40 mi eines solchen Enzyms mit 0,1m 
Phosphat-Puffer, pH 6,8, auf 500 mi verdiinnt und eine neutrale Lésung von 
800 mg L-6-Hydroxy-nicotin zugegeben. Die starke Verdiinnung ist notwendig, 
da das gebildete Keton die Reaktion bereits in einer Konzentration von 10-*m 
deutlich hemmt. Die Bildung des Ketons wird, wie unter a) beschrieben, durch 
Messung der UV-Absorption verfolgt. Die Reaktion kommt nach etwa 2 Stdn. 
zum Stillstand, ohne daB alles 6-Hydroxy-nicotin umgesetzt wurde und 1aBt sich 
auch durch Zugabe von frischem Enzym nicht weiterfiihren. Der Ansatz wird durch 
schnelles Erhitzen auf 100° enteiwei8t und anschlieBend lyophilisiert. 

Die Reinigung des Ketons erfolgt bei der Darstellung nach a) und b) in gleicher 
Weise. Das getrocknete Gut wird mit absol. Athanol in der Kalte erschépfend ex- 
trahiert. Den gelbbraunen Extrakt versetzt man vorsichtig mit neutralem Alumi- 
niumoxyd (Woelm, Aktivitatsstufe 3); dabei wird der gréBte Teil der gefarbten Be- 
gleitstoffe adsorbiert. Der vorgereinigte Extrakt wird im Vak. auf einen Gehalt von 
5—10 mg Keton/ml/ konzentriert, und durch Zugabe von Ather fraktioniert ge- 
fallt. Der Gehalt des Ketons steigt im Niederschlag von anfanglich 5% auf 50 bis 
60%, des Trockengewichts. Die reinsten Fraktionen werden gemeinsam aus absol., 
mit Chlorwasserstoffgas gesatt. Athanol kristallisiert und umkristallisiert. Man er- 
halt schlieBlich bei Ansatz b) etwa 80 mg farbloser Kristalle, die bei 157° schmelzen. 








CioH,4NO, - 2HCI (267,2) Ber. C 44,96 
Gef. C 44,81 


57, 1163 [1924]. 


H 5,99 
H 5,87 


N 10,49 
N 10,57 


Cl 26,59 
Cl 25,74 


16 A. E. Tschitschibabin u. A. W. Krissanow, Ber. dtsch. chem. Ges. 
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2.4-Dinitro-phenylhydrazon: 50 mg eines rohen Keton-Praparates 
werden in 7 ml 99proz. Athanol gelést und nach Zugabe von 50 mg 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazin zum Sieden gebracht. Nach 10 Min. gibt man 0,3 m/ konz. Salz- 
sdiure zu und laBt weiter kochen, bis nach etwa 30 Min. alles in Lésung gegangen ist. 
Beim Abkiihlen bildet sich eine rote Fallung, die in Wasser leicht léslich ist und 
keine Tendenz zur Kristallisation zeigt. 

Nachweis der sauren Hydrolyse des N-Methyl-myosmins zu 
[y-Methylamino-propyl]]-[pyridy1-(3)]-keton: [y-Methylamino-propy]]-[py- 
ridyl-(3) ]-keton-dihydrochlorid wurde nach Spath et al.® erhalten (Schmp. 199°, 
eingeschmolzen). Zur Herstellung des 2.4-Dinitro-phenylhydrazons wurden in An- 
lehnung an Haines und Eisner ®, 200 mg des Dihydrochlorids mit 200 mg 2.4-Dini- 
tro-phenylhydrazin in 17 ml 96proz. Athanol zum Sieden gebracht, dann 0,3 ml 
konz. Salzsiure zugegeben und weitere 20 Min. gekocht. Beim Abkiihlen der Lésung 
fiel das Hydrazon aus. Es besa nach zweimaliger Umkristallisation den Schmp. 
226° (Lit. 225°). N-Methyl-myosmin wurde aus dem Keton durch Lésen in Alkali 
freigesetzt und durch Vakuumdestillation gereinigt. Zum Nachweis der sauren 
Hydrolyse wurden 110 mg N-Methyl-myosmin in 8 ml 99proz. Athanol gelost, 
110 mg 2.4-Dinitro-phenylhydrazin zugegeben und erhitzt. dann 0,3 ml konz. 
Salzsiure zugetropft und 20 Min. weiter gekocht. Beim_Abkiihlen schied sich ein 
Hydrazon ab, das nach Umkristallisation aus 96proz. Athanol bei 226° schmolz. 
Der Mischschmp. mit dem 2.4-Dinitro-phenylhydrazon des [y-Methylamino-pro- 
pyl]-[pyridyl-(3)]-ketons betrug 225—226°. 





Zusammenfassung 

Bei der Oxydation von L-6-Hydroxy-nicotin durch zellfreie Extrakte 
von Arthrobacter oxydans entsteht [y-Methylamino-propy] ]-|6-hydroxy- 
pyridyl-(3) |-keton, das aus enzymatischen Ansatzen in kristalliner Form 
isoliert und auch durch chemische Synthese dargestellt wurde. Einige 
chemische und enzymatische Eigenschaften dieses Zwischenprodukts des 
bakteriellen L-Nicotin-Abbaus werden beschrieben; seine optischen 
Kigenschaften werden im Zusammenhang mit Strukturfragen eingehend 
erortert. Der Mechanismus der L-6-Hydroxy-nicotin-Oxydation wird 
diskutiert und die Struktur eines — vermutlich enzymgebundenen — 
Zwischenprodukts vorgeschlagen. 


Summary 

[y-Methylamino- propyl ]-[6-hydroxypyridyl-(3) |-ketone is produced 
in the oxidation of L-6-hydroxynicotine by cell-free extracts of Arthro- 
bacter oxydans. This intermediate was crystallised from enzymic reaction 
mixtures and prepared by chemical synthesis. Some of its chemical and 
enzymic properties are described; its optical behaviour is discussed in 
detail in relation to problems of structure. The mechanism of oxidation of 
L-6-hydroxynicotine is discussed, and the structure of a possibly enzyme- 
bound intermediate is suggested. 


Dr. Karl Decker, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Freiburg 


im Breisgau, Hermann-Herder-Str. 7. 
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Weitere Versuche zum Abbau des Kollagens durch 
Kollagenase 
Aminosiuresequenzen des hKollagens, [V1? 
Von 


Arnold Nordwig, Helmut Hormann, Klaus Kiihn und Wolfgang GraBmann 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei®- und Leberforschung, Miinchen, und dem Institut fir 


Anorganische Chemie der Universitit Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mai 1961) 


Die urspriinglich auf Grund réntgenoptischer Ergebnisse und zur 
Deutung der elektronenmikroskopischen Querstreifung des Kollagens 
aufgestellte Hypothese, daB in der Kollagenfibrille geordnete, vor- 
wiegend apolare (unter wesentlicher Beteiligung von Glycin, Prolin und 
Hydroxyptolin aufgebaute) und weniger geordnete polare Bereiche nach 
einem bestimmten Muster abwechseln, ist heute sowohl durch chemische 
wie durch weitere elektronenmikroskopische Befunde weitgehend ge- 
sichert. Aus tryptischen Abbaugemischen von denaturiertem Kollagen 
konnten reine Peptide von verschiedener Kettenlange isoliert werden’, 
die einerseits stark polare Bereiche, andererseits vorwiegend neutrale 
und meist an Prolin und Hydroxyprolin reiche Aminosadurefolgen er- 
kennen lassen. Kiihn und Mitarbeiter? konnten zeigen, daB die Ver- 
starkung der Querstreifung des elektronenmikroskopischen Bildes nach 
Kinlagerung von PWS* und von Uranylsalzen Anhaufungen basischer 
bzw. saurer Aminosduren zuzuordnen ist. Auf das Vorhandensein eng 
benachbarter basischer Gruppierungen weisen auch die Befunde von 
Zahn hin’. 

In der vorangehenden Mitteilung? wurde nachgewiesen, daB nach 
Abbau mit Kollagenase am Aminoende stets die Sequenz H-Gly-Pro-R- 
angetroffen wird, und zwar hauptsachlich in Form von H-Gly-Pro-Gly- 
und H-Gly-Pro-Ala-. Die Sequenz -Gly-Pro-R- macht dabei etwa 40% 
der gesamten Aminosaéuren des Kollagens aus. Da auBerdem die gefun- 
dene Folge -Gly-Pro-R-, wie man aus der Enzymspezifitaét der Kolla- 
genase® schlieBen muB, nur durch Spaltung einer langeren Sequenz 


* Verwendete Abkiirzungen: PWS = Phosphorwolframsiure; ATP = Ade- 
nosintriphosphat; SLS = ,,segmented long spacing collagen‘. 

1 J. u. II. Mitteil.: W. GraBmann, K. Hannig, H. Endres u. A. Riedel, 
diese Z. 306, 123 [1956]; W. GraBmann, K. Hannig u. M. Schleyer, diese Z. 
$22, 71 [1960]. 

2 TIT. Mitteil.: W. GraBmann, A. Nordwig u. H. Hérmann, diese Z. 323, 
48 [1961]. 

3 Zusammenfassung: K. Kiihn, Leder 11, 110 [1960]. 

4H. Zahn u. M. Nischwitz, Kolloid.-Z. 172, 116 [1960]. 

5 Literaturzusammenstellung s. III. Mitteil’. 
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|P-R‘ Gly], (P = Prolin oder Hydroxyprolin, R = eine Amino- 
siure geringer Spezifitét, + = Angriffspunkt des Enzyms) in Freiheit 
gesetzt worden sein kann, mu der Anteil der an Prolin, Hydroxyprolin 
und Glycin reichen Bezirke in Wahrheit noch etwas gréBer sein. 

Im Gegensatz zur Kollagenase haben alle tibrigen Proteinasen ihren 
Angriffspunkt offenbar in den ungeordneten Bereichen der Faser. Fiir 
das Trypsin, das auf Bindungen basischer Aminosauren eingestellt ist, 
ist dies unmittelbar einleuchtend; daB dasselbe auch fiir die anderen 
Proteinasen zutrifft, kann mit hoher Wahrscheinlichkeit daraus ge- 
schlossen werden, da man nach Spaltung mit Pepsin, Trypsin und 
Chymotrypsin die vorwiegend aus Prolin, Hydroxyprolin und Glycin be- 
stehenden Bereiche im wesentlichen ungespalten findet®. Alle diese Pro- 
teinasen bauen, im Gegensatz zur Kollagenase, Kollagen nur nach Dena- 
turierung ab. 

Im allgemeinen diirften die polaren Bereiche der Faser auch der Ort 
der Gerbung sein. So reagieren Chrom und Uranylsalze mit den Carboxyl- 
gruppen saurer Aminosaéuren, Phosphorwolframsaure, Formaldehyd und 
Chinone (im wesentlichen) mit. basischen Gruppen, Epichlorhydrin mit 
beiden’. Alle diese gerbenden Reagenzien heben die Angreif barkeit durch 
Trypsin auf. Dagegen sollten nach Einwirkung dieser nur in den polaren 
Bereichen wirkenden Reagenzien die neutralen Bereiche fiir die dort an- 
greifende Kollagenase zuganglich bleiben. Ob dies zutrifft, ist in den 
folgenden Versuchen an einigen Beispielen mit elektronenmikroskopi- 
scher und chemischer Methodik gepriift worden. 


Elektronenmikroskopische Versuche an ,,long spacing* - 
Segmenten 

Vorversuche iiber die Einwirkung von Kollagenase auf Kollagen- 
fibrillen, die mit PWS und UO;° behandelt worden waren, zeigten im 
Elektronenmikroskop eine deutliche Kontrastverscharfung der Quer- 
streifung gegeniiber nicht mit Kollagenase behandelten Blindproben. Das 
berechtigte zur Vermutung, daB die Hellteile durch Kollagenase verdaut 
werden, die Dunkelteile dagegen unangegriffen bleiben. 

In den folgenden Experimenten wurde nicht mit nativem Kollagen, 
sondern mit Faserteilchen (,,segmented long spacing collagen‘, SLS; 
aus Lésungen von nativem Kollagen durch Einwirkung von ATP 
erhalten®) gearbeitet, deren Querstreifung in einem unmittelbaren 
Zusammenhang mit der Aminosaéureanordnung des Kollagen-Mono- 
meren, des sog. Tropokollagens, steht. 


Das elektronenmikroskopische Bild der normalen Faser gibt namlich den 
wirklichen Aufbau des 2800 A langen Tropokollagen-Molekiils nicht richtig wieder’: °. 


6 Vel. W. GraBmann, Svensk Kem. Tidskr. 72, 275 [1960]. 

7 Zusammenfassung: W. GraBmann, Vortrag auf der Gerberei-Tagung der 
Fa. J. A. Benckiser, Ludwigshafen 1960 (im Druck); Vortrag auf der Tagung des 
Vereins fiir Gerbereichemie und -Technik, Bremen 1961, Leder (im Druck). 

8 F. O. Schmitt, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 186, 197 [1960]. 
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mit ihren Enden abschneidend angeordnet sind, wodurch die wirkliche Querstrei- 
fung erhalten bleibt. 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen nach kurzer Einwirkung von 
Kollagenase auf mit PWS fixierte Kollagensegmente zeigen charakteri- 
stische Veranderungen gegeniiber unbehandelten Proben: Vor allem in 
der Mitte der SLS, die auch normalerweise schon kontrastarm sind 
(Abb. 1 u. 2), ist nach 1 Min. eine weitere starke Aufhellung zu beob- 


Abb. 1. Photometrische Auswertung® 
elektronenoptischer Aufnahmen von 


SLS. die mit Phosphorwolframsaure 
(a) bzw. mit Uranylacetat (b) be- 
handelt wurden. Die stark nachge- (\ 
zogenen Gipfel treten erst durch diese 
Behandlung deutlich hervor. 
Stark ausgezogene Gipfel: Quer- a 


streifen des’ Segments, die bevorzugt 

PWS binden, was gleichbedeutend ist 

mit Anhaufungen von _ basischen 
Aminosauren. 

Gestrichelt gezeichnete Gipfel: Quer- \m 

streifen mit bevorzugter EKinlagerung 








von Uranylacetat, was Anhaufungen 4) 
von  <Aminodicarbonsauren — gleich- 
kommt. 2600 8 _ 











Abb. 2. long-spacing-Segmente, behandelt mit Phosphorwolframsaure (Blind probe 
zu den Abb. 3, 4 und 5). 
El.-opt. Vergr.: 24000:1. 


®K. Kiihn u. E. Zimmer, Z. Naturfcrsch. (im Druck). 


Hier sind die Monomeren parallel und um ein Viertel ihrer Lange gegeneinander 
versetzt zusammengelagert, waihrend sie in den SLS zwar ebenfalls parallel, aber 
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A bb. 3 





Abb. 4 


Abb. 3 und 4. long-spacing-Segmente, behandelt mit Phosphorwolframsaure ; ab- 
gebaut mit Reinkollagenase. 


Einwirkungszeit: 1 Minute. El.-opt. Vergr.: 24000: 1. 


achten (Abb. 2 bis 4). Das wird an langer behandelten Segmenten noch 
viel deutlicher, wo nur mehr die stark basischen, also auch am starksten 
fixierten Endstreifen tibrigbleiben (Abb. 5). 

Mit den Hellstreifen verschwinden nach und nach auch die schwa- 
chen Dunkelstreifen, die sich in den Mittelteilen befinden. Da sie sehr 
schmal sind und ihnen nach der Zerstérung der Struktur von der Mitte 
her der Zusammenhalt mit den Nachbarbereichen fehlt, werden sie ver- 
mutlich beim Waschen der Blenden fortgespiilt. Die breiten Endstreifen 
dagegen haben eine gr6Bere Masseneinlagerung (Abb. 1) und sind fest 
auf der Blende fixiert. Es ist allerdings méglich, daB die kollagenase- 
spaltbare Sequenz auch in den Dunkelteilen des Molekiils nicht vollig 
fehlt. 
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Abb. 5. long-spacing-Segmente, behandelt mit Phosphorwolframsiure; abgebaut 
mit Rohkollagenase. 
Einwirkungszeit: 3 Minuten; e].-opt. Vergr.: 24000: 1. 





Abb. 6. long-spacing-Segmente, behandelt mit Phosphorwolframsaure und Uranyl- 
acetat (Blindprobe zu Abb. 7). 


El.-opt. Vergr.: 24000 : 1. 


Diese Versuche mit PWS-behandelten SLS sprechen also ebenfalls 
fiir die schon bekannte Tatsache!°, daB in der Mitte des Tropokollagen- 


10K. Kiihn, U. Hofmann, W. GraBmann u. E. Gebhardt. Natur- 
wissenschaften 45, 521 [1958]. 
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molekiils bedeutend weniger basische Aminosauren eingebaut sind als 
an den Enden. Bei den sauren Aminosduren kann man aber von einer 
gleichmaBigeren Verteilung sprechen (Abb. 1). Demnach ist also bei zu- 
sitzlicher Behandlung der Segmente mit UO}?° die Fixierung nicht nur 
starker, sondern, vom ganzen Molekiil her gesehen, auch durchgreifender. 
Dem entspricht, daB eine Verdauung mit Kollagenase hier sehr viel lang- 
samer vor sich geht (ahnlich wie nach Gerbung mit Chromsalzen, s. u.). 
Auch nach 10 Min. Kollagenaseeinwirkung kann kein den obigen Ver- 
suchen vergleichbarer Effekt gefunden werden, dagegen wiederum eine 
sehr starke Kontrastverschairfung von Hell- und Dunkelteilen (Abb. 6 
und 7), was wohl mit einer Verdauung der hellen Bereiche gedeutet 
werden darf. 





Abb. 7. long-spacing-Segmente, behandelt mit Phosphorwolframsaure und Uranyl- 
acetat; abgebaut mit Rohkollagenase. 
Einwirkungszeit: 10 Minuten; el.-opt. Vergr.: 24000: 1." 


PartielleChromgerbung, Kollagenaseabbauundnachfolgende 
Aminosaureanalyse 


Kollagen wurde mit Chromsalzen behandelt, wodurch saure Be- 
reiche gegerbt und dem enzymatischen Angriff entzogen werden. Die 
Gerbung kann partiell sein, wenn nur geringe Cr®°-Mengen verwendet 
werden. Das bedeutet sicher, dafB lediglich die Anhaufungen von Glut- 
aminsaure und Asparaginséure (im Sinne der gestrichelt gezeichneten 
Gipfel der Abb. 1) erfaBt werden. Ein UberschuB an Gerbstoff miiBte da- 
gegen mit allen im Molekiil vorhandenen sauren Aminosauren reagieren. 
Dadurch wird die Faser, wie wir finden, auch fiir Kollagenase vollig un- 
angreif bar. 
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Rinder- Achillessehnen-Kollagen, das mit einer — in bezug auf voll- 
stindige Gerbung — unterschiissigen Chrommenge behandelt worden war, 
wurde 42 Stdn. einem proteolytischen Abbau mit roher, Ammoniumsul- 
fat-fraktionierter Kollagenase ausgesetzt. Dabei wurden 92.2%, des ein- 
gesetzten Kollagens gelést. Der Riickstand wurde mehrmals gewaschen 
und entchromt. Die Veranderung seiner Aminoséurezusammensetzung 
gegeniiber dem nativen Ausgangsmaterial wurde durch quantitative 
Aminosaureanalyse! festgestellt (s. Tabelle). 

Kine starke Abnahme des prozentualen Gehalts ist fiir Glycin, Alanin, 
Prolin und Hydroxyprolin zu beobachten. Die relative Zunahme aller 
anderen Aminosauren (Arginin ausgenommen) ist gleichbedeutend damit, 
da diese Aminosaéuren nur in untergeordnetem Mabe in Bereichen an- 
zutreffen sind, wo die Kollagenase angreift. 

Aminosiurenanalysen von nativem Rinder-Achillessehnen-Kollagen und einem 
teilgegerbten und mit Kollagenase abgebauten Riickstand. (Aminosiureangaben 
in Mol pro 100 Mol Aminosauren.) 








Amino- Natives Abbau-Riickstand | Anderung gegeniiber 
siuren Kollagen nach Gerbung dem Ausgangsmaterial 
Asp 4,80 9,93 + 106%, 
Glu. 7,14 11,90 + 67% 
Gly. 33,65 19,50 — 42% 
Ala. 9,78 6,05 — 38% 
Ser. 2,95 4,90 + 65°, 
Thr 1,89 4,32 + 128°, 
Tyr 0,48 1,46 + 204%, 
Val 2,12 3,59 69°, 
Met 0,36 0,79 + 120°, 
Ileu 1,45 3,62 + 150% 
Leu 2.73 5,00 + 83% 
Phe 1,53 217 + 42% 
Pro. 14,42 10,10 - 30°, 
Hypro 8,34 4,50 46% 
His. 0,65 1,69 + 160°, 
Lys 2,24 4,6: + 106°, 
Hylys 0,93 1,45 56% 
Arg 4,54 4,40 3°), 








Diskussion 





DaB man trotz der Einlagerung von Gerbmitteln in Kollagen noch 





einen Abbau mit Kollagenase erzielen kann, spricht fiir die Existenz von 
Anhaufungen neutraler, kollagenaseempfindlicher Aminosauren, die von 
der Gerbung nicht betroffen werden. Das Vorhandensein solcher Bereiche 
und damit der Aufbau der Kollagenfibrille aus polaren und apolaren Ab- 
schnitten wird so erneut bestatigt. Die elektronenmikroskopischen Be- 


1K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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funde bestatigen dabei weiterhin die Annahme, dab die apolaren, kolla- 
genasespaltbaren Bereiche den Hellteilen des elektronenmikroskopi- 
schen Bildes zuzuordnen sind. 

DaB besonders Glycin, Prolin und Alanin von der Kollagenaseein- 
wirkung betroffen sind, bestatigt unsere beschriebenen Erfahrungen. 
Hingegen wurde in unserer vorausgehenden Arbeit? das Hydroxyprolin 
des Kollagens nach Kollagenaseabbau nicht in wesentlichem Umfang 
dem Edman-Abbau zuganglich gefunden. Entweder vermag also rohe 
Kollagenase auch Bindungen zu lésen, in deren Nahe Hydroxyprolin 
(vielleicht auch Arginin) stehen, oder Hydroxyprolin vermittelt einen 
y . . . 
Ubergang von den polaren zu den apolaren Bereichen der Faser. Bei einer 
solechen Moéglichkeit sollte die vorliegende Versuchsdurchfiihrung, die 
Untersuchung des Abbau- Riickstandes, eher eine Abnahme des Hy- 

5 ? . 
droxyprolins anzeigen als die friiheren Versuche, in denen das gesamte 
Abbaugemisch wieder isoliert und nur die durch den Abbau entstandene 
aminoendstandige Sequenz untersucht wurde. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ihre Unter- 
stiitzung unserer Arbeiten. Herrn Dr. Kurt Hannig haben wir fiir die Durch- 
fiihrung der Aminosaureanalysen zu danken. 

N.S. Nach Niederschrift dieser Arbeit, deren Ergebnisse bereits in der im 
Februar d. J. der Universitaét Miinchen vorgelegten Dissertationsarbeit von 
A. Nordwig enthalten sind, haben wir durch ein Referat Kenntnis erlangt von 
einer Arbeit japanischer Autoren!?. Diese haben ungegerbte SLS der Kinwirkung 
von Kollagenase unterworfen und dabei im Elektronenmikroskop gleichfalls einen 
vorzugsweisen Abbau der Hellteile beobachtet. Damit ist an gegerbtem und an un- 
gegerbtem Kollagenmaterial bewiesen, daB der Angriff der Kollagenase in den 
Hellteilen des elektronenmikroskopischen Bildes erfolgt. 


Beschreibung der Versuche 


Elektronenmikroskopische Verfolgung der EKinwirkung von 
Kollagenase auf ,,long spacing’-Segmente (SLS) 

1. Herstellung und Anfarbung von SLS: Man extrahiert Kalbshaut 
wie bei der Herstellung von Prokollagen!® mit Citratpuffer und erhalt dabei eine 
etwa 0,2proz. EiweiBlésung (Kjeldahl-N). Die Lésung wird gegen 0,05proz. Essig- 
siure umdialysiert. 10 m/ dieser Lésung werden mit 10 mi einer 0,4proz. ATP- 
Lésung versetzt und anschlieBend mit NaOH auf pH 3.5 eingestellt. Man laBt 18 
bis 24 Stdn. im Eisschrank stehen, zentrifugiert den Niederschlag ab, der etwa 
95°, des eingesetzten Stickstoffs enthalt, und wascht mit 0,2proz. ATP-Lésung 
einmal nach. Im Uberstand ist mit PWS keine Fallung mehr zu erzielen. 

Zu der SLS-Aufschlimmung in 0,2proz. ATP (pH 3,5) wird langsam eine 
0,2proz. Lésung von PWS in Wasser (pH 4,1) getropft. Man laBt iiber Nacht im 
Kisschrank stehen, zentrifugiert dann ab und wascht mit Wasser. AnschlieBend 
kann zusatzlich mit 0,5proz. waBr. Uranylacetat-Lésung angefairbt werden. 


2. Abbauversuche: Man tropft eine Suspension der Kollagensegmente, die 
wie oben beschrieben fixiert worden sind, auf eine befilmte (Formvar oder Kollc- 





12M. Nishigai, Y. Nagai u. H. Noda, J. Biochemistry [Tokyo] 48, 152 


[1960]. 
13 V. N. Orechowitsch, A. A. Tustanowsky, K. D. Orechowitsch u. 
N. J. Plotnikowa, Biokhimiya [Moskau] 138, 55 [1958]. 
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dium) elektronenmikroskopische Siebenlochblende und 1laBt eintrocknen. Dann 
wird auf die Blende eine stark verdiinnte Lésung von hochgereinigter Kollagenase? 
in Wasser aufgetropft. Abpuffern der Kollagenaselésung mit Tris-, Phosphat- oder 
Pyridin/Acetat-Puffern in den iiblichen Konzentrationen st6Bt auf Schwierig- 
keiten, weil dadurch — wie auch Blindversuche zeigten — die Querstreifung der 
fixierten SLS stark in Mitleidenschaft gezogen wird. Die PWS wird bei héheren 
pH-Bereichen ausgewaschen. 


Versuche mit teilgegerbtem Kollagen 

1. Herstellung und Gerbung: Frische Achillessehne vom Rind wird mit 
einem Skalpell von Fett und Bindegewebe befreit und im Gefriermikrotom quer 
zur Faser 7,5 u« dick geschnitten. Das Vorratsgefi enthalt dabei als Antiseptikum 
einige Tropfen einer 0,1proz. Thymollésung. Das feine Material wird durch aufein- 
anderfolgendes griindliches Waschen mit Athanol, Aceton und Ather entwassert 
und entfettet. Durch anschlieBendes Trocknen im Vak. erhalt man eine rein weiBe, 
lockere Substanz. 

250 mg dieses Materials wurden in Wasser gut vorgequollen und dann mit einer 
Chromalaunlésung (Basizitét 4/12, mit Natriumcarbonat eingestellt) versetzt, die 
1 mg Cr®° (0,4 Gew.-°,,, bezogen auf das Kollagen) enthalt. Zur gleichmaBigen Ein- 
lagerung des Gerbstoffes wurde nun 24 Stdn. geschiittelt urid anschlieBend in einer 
kontinuierlichen Tropfvorrichtung mit 5 / dest. Wasser nachgewaschen. Trocknen 
iiber P,O,.. 

2. Abbau und Entchromung: 100 mg des angegerbten Kollagens wurden 
bei einem Enzym : Substrat-Verhaltnis von 1 : 20 in 3 ml Phosphatpuffer (pH 7,4, 
0,2m) bei 37° inkubiert. Kollagenase: Rohpraparat der Fa. Sigma Chem. Comp., 
St. Louis, USA. Man setzt 0,1 mi einer bei der Inkubationstemperatur von 37° 
gesitt. Thymollésung zu. Wahrend des Abbaus wird haufig mit einem Glasstab 
umgerithrt. Nach 24 Stdn. wurde mehrmals mit Wasser und, um kein verhorntes 
Material zu erhalten, mit Athanol und Aceton gewaschen. Nach Trocknen iiber 
P.O, wurde zuriickgewogen. Entchromt wurde der Abbauriickstand durch 24stdg. 
Schiitteln mit einigen ml einer 10proz. waBr. KCN-Lésung!*. Das Kollagen war 
anschlieBend chromfrei, wie ein Test mit Diphenylcarbazid’® zeigte. 


3. Die Aminosaureanalyse wurde bereits in der III. Mitteil.? beschrieben. 


Zusammenfassung 
Durch elektronenmikroskopische und chemische Versuche wird die 
Auffassung bestatigt, daB die Hell- bzw. Dunkelteile des Kollagens mit 
Anhaufungen apolarer bzw. polarer Aminoséuren gleichzusetzen sind. 
Kollagenase greift in den apolaren Bereichen der Faser an. 


Summary 
It has been confirmed by electron microscopic and chemical studies 
that the light and dark regions of collagen correspond to accumulations 
of apolar and polar amino acids respectively. Collagenase attacks the 
apolar regions of the fibres. 


Prof. Dr. W. GraBmann, Max-Planck- Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, 
Miinchen 15, Schillerstr. 46. 


14 TD). R. P. 582 919 vom 19. 8. 31; ref. in Collegium [Darmstadt] 1933, 731. 
15 F. Feigl, Spot Tests in Inorganic Chemistry, 5. Aufl., S. 167, Elsevier 
Publ. Comp., Amsterdam 1958. 
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Untersuchungen zum Stoffwechsel der Lungenschnecken, IIT! 
Das Galaktogen der Eier von Lymnaea stagnalis L. 
Von 


H. J. Horstmann und M, Geldmacher-Mallinekrodt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Erlangen (Vorstand: Prof. Dr. Dr. F. May) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Mai 1961) 


Frithere Untersuchungen ergaben, daB die Embryonen von Lymnaea 
stagnalis das Galaktogen wahrend ihrer Entwicklung im Ei weitgehend 
verbrauchen?-‘. Dies wurde auch bei Australorbis glabratus gefunden‘. 
Demgegentiber konnte bei der Weinbergschnecke Helix pomatia kein 
nennenswerter Verbrauch des Galaktogens wahrend der Embryonalent- 
wicklung festgestellt werden®. Bei dieser Art setzt der Abbau des Poly- 
saccharids im wesentlichen erst nach dem Schliipfen der Schnecken ein®. 
Dieser Unterschied zwischen den basommatophoren und den stylomma- 
tophoren Pulmonaten kénnte durch das Substrat bedingt sein, wofiir 
Anhaltspunkte vorliegen. So wandert das Galaktogen der Wasserlungen- 
schnecken im elektrischen Feld langsamer als dasjenige der Landlungen- 
schnecken Otala lactea und Helix aspersa*. Das Galaktogen der Weinberg- 
schnecke ist bereits eingehend untersucht worden?—!°. Bei den Wasser- 
lungenschnecken fehlen bisher derartige Untersuchungen. 


Methodik und Ergebnisse 


Darstellung der Polysaccharide 


Es wurden Eier verwendet, deren Embryonen am Anfang bzw. Ende ihrer 
Entwicklung standen. Zuchtbedingungen und Préparation der Kier wurden friiher 


1 TI. Mitteil.: H. J. Horstmann, diese Z. 319, 120 [1960]. 

2 H. J. Horstmann, Biochem. Z. $28, 342 [1956]. 

3-H. J. Horstmann, Z. vergleich. Physiol. 41, 390 [1958]. 

4 P. McMahon, T. v. Brand u.M. O. Nolan, J. cellular comparat. Physiol. 
50, 219 [1957]. 

5 F. May u. H. Weinland, Z. Biol. 105, 339 [1953]. 

6 H. J. Horstmann, unveréffentlicht. 

7 F. May, Z. Biol. 91, 215 [1931]; 92, 325 [1932]; 95, 277 [1934]; H.H.Schlu- 
bachu. W. Loop, Liebigs Ann. Chem. 582, 228 [1937]; E. Baldwin u. D. J. Bell, 
J. Chem. Soc. [London] 1988, 1461; F. May u. H. Weinland, diese Z. 305, 75, 
207 [1956]. 

8 H. Weinland, diese Z. 305, 87 [1956]. 

® H. Weinland, diese Z. 306, 56, 66 [1956]. 

10 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 307, 191 [1957]. 
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beschrieben®, !!, Die von der Gallerte befreiten Eier (egg capsules!2) wurden homo- 
genisiert, mit Kalilauge bis zu einer Endkonzentration von etwa 20°, versetzt und 
1 Stde. im siedenden Wasserbad erhitzt. Die Polysaccharide wurden anschlieBend 
aus alkalischer, schwach salzsaurer und neutraler Lésung mit Alkohol umgefiallt. 
Danach wurden sie mit Kupferlauge’ fraktioniert. In der Hitze entstand hierbei 
ein dichter Niederschlag, der sich beim Abkiihlen zu einer tiefblauen Zone am Boden 
des GefaBes liste. Die Niederschlage (Frakt. A und C) wurden daher aus der heiBen 
Kupferlauge abgetrennt und die Polysaccharide durch wiederholtes Umfallen aus 
saurer Lésung vom Kupfer befreit. Aus den klaren Filtraten der Kupferlaugen- 
Fallung wurden die léslichen Polysaccharide ebenfalls iiber saure alkoholische 
Umfallungen dargestellt (Frakt. B und D). 

Die aus der iiberstehenden Kupferlauge gewonnenen Fraktionen B und D 
waren sehr reich an Asche. Zu ihrer Entfernung wurde das Polysaccharid B dreimal 
aus 80proz. Essigsiure in der Kalte umgefallt. Die auf diese Weise dargestellte 
Frakt. B enthielt nur noch 5,3°, Asche, war aber immer noch reicher an Phesphor 
und Stickstoff als Frakt. A. Frakt. D wurde nicht weiter verarbeitet, da die Aus- 
beute zu gering war. 

Die auf diese Weise gereinigten Fraktionen A, B und C gaben nunmehr mit 
heiBer Kupferlauge einen Niederschlag, der sich auch nach dem Abkiihlen der 
Lauge nicht wieder aufléste. Die Frage der Identitat der drei Fraktionen konnte 
erst durch die Untersuchungen in der Ultrazentrifuge geklart werden. 


2 


Chemische Untersuchungen 
Die Ergebnisse der chemischen Untersuchung sind in Tab. 1 zusammen- 
gefaBt. . 
Zur Phosphor- Bestimmung wurden Proben von 0,2—0,8 mg mit 10 pl 
konz. Schwefelsiure im zugeschmolzenen Rohr verascht!® und der Phosphor 
kolorimetrisch im Beckman-DU-Spektralphotometer bestimmt'. Zur Bestimmung 
des Stickstoffs wurden die Proben wie oben verascht und nach Tompkins und 
Kirk?! untersucht. 

Papierelektrophorese 

Bedingungen: Veronal-Natriumacetat-Puffer; pH 8,6; « = 0,075; 6°; 180 V; 
Papier Schleicher & Schill Nr. 2043a, 8cm breit; Start kathodennah; Dauer 
16 Stdn.; Farbung der Polysaccharide mit Perjodsaure-Parafuchsin!*. Zum Ver- 
gleich wurden die Fraktionen C und D in 0,1m Boratpuffer, pH 9,8, laufen gelassen!: 
Start kathodennah, Dauer 4 Stdn. Auf den jeweiligen Streifen mitlaufende Bezugs- 
substanzen waren: Galaktogen aus Helix pomatia (2,3°, Asche, 0.38%, P, [«]}) 
(aschefrei) = —16,5°) und Glykogen aus Kaninchenleber (0,04°%, P). 

Gegentiber dem Helix-Galaktogen zeigt das Galaktogen aus Lymnaea 
ein anderes Verhalten im elektrischen Feld. Wahrend jenes im Veronal- 
puffer zur Anode wandert, also elektronegativ ist, lagert sich das Lym- 
naea-Galaktogen in der Nahe der Streifenmitte ab (Abb. 1). 





" H. J. Horstmann, Zool. Anz. 158, 129 [1957]. 

122 Ch. P. Raven, Arch. néerl. Zool. 7, 91, 353 [1946]. 

13 B. W. Grunbaum, F. L. Schaffer u. P. L. Kirk, Analytic. Chem. 24, 
1487 [1952]. 

144 F. L. Schaffer, J. Fong u. P. L. Kirk, Analytic. Chem. 26, 343 [1953]. 

15 E.R. Tompkins u. P. L. Kirk, J. biol. Chemistry 142, 477 [1942]. 

16 M. Somogyi, J. biol. Chemistry 160, 61 [1945]. 

17 M. Macleod u. R. Robison, Biochem. J. 28, 517 [1929]. 

18 M. Geldmacher-Mallinckrodt u. F. May, diese Z. 807, 179 [1957]; 
A. v. Aufsess, Histochemie 1, 206, 210 [1959]. 
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Abb. 1. Elektropherogramm der Po- 
lysaccharide aus den Eiern von 
Lymnaea stagnalis, Frakt. A. Vero- 
nalpuffer pH 8.7. Vergleich: Glykogen 
(1), Helix-Galaktogen (II). Farbung 
Perjodsiure-Parafuchsin. 
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auf die nach Somogyi'® (a) und Macleod- Robison?!? (b) bestimmte und als Galak- 
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Abb. 2. Elektropheregramm. der Lym- 
naea-Fraktion C. Boratpuffer pH 9,8. 
I: Glykogen, II: Helix-Galaktogen. 


Ks ist ahnlich dem Glykogen 
elektroneutral bis schwach positiv 
geladen. Dies ist wohl eine Folge 
des geringen P-Gehaltes im Lym- 





2 naea-Galaktogen, jedoch _hier- 
~s durch nicht ganzlich zu erklaren, 


da sich auch die P-reiche Frakt. 
B ebenso verhalt wie die prak- 


tose gerechnete 
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tisch phosphorfreie Frakt. A. Es fallt weiterhin auf, daB die Fraktionen 
(auBer D) nicht die diffuse Verteilung des Helix-Galaktogens zeigen, 
sondern als schmale Zone wandern, also elektrophoretisch homogen sind. 

Im Borat-Puffer verhalt sich die Frakt. C des Lymnaea-Galaktogens 
so, wie es bereits McMahon, v. Brand und Nolan‘ beschrieben haben: 
sie wandert langsamer zur Anode als das Helix-Galaktogen, setzt sich 
aber deutlich vom noch langsamer wandernden Glykogen ab (Abb. 2). 


Papierch romatographie 
Von den Fraktionen wurden Iproz. Lésungen in 0,1n H,SO, hergestellt und 
diese im zugeschmolzenen Glasrohr im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Das 
Hydrolysat wurde ohne Neutralisierung auf das Papier (Schleicher & Schiill 2043 b) 
aufgetragen und absteigend mit dem Gemisch n-Butanol/Pyridin/Wasser 6: 4:3 
chromatographiert. Farbung mit Anilinphthalat. 

Die Hydrolysate der Fraktionen A, B und C enthielten Galaktose 
als einziges Monosaccharid. Diese Galaktose wurde auf dem Chroma- 
togramm von an D-Galaktose gewéhnter Bierhefe!® innerhalb von 90 Min. 
vollig vergoren?°. L-Galaktose wurde unter den gleichen Bedingungen 
von der Hefe nicht angegriffen. Dies sowie die hohe positive spezif. Dreh- 
hung der Hydrolysate (vgl. Tab. 1, A und C) beweisen, daB die Galaktose 
im Polysaccharid wohl ausschlieBlich in der D-Form vorliegt. Bei D kam 
neben der Galaktose noch etwas Glucose vor (Abb. 3). Bei partieller Hy- 
drolyse traten die beiden Disaccharide 3-f-D-Galaktosido-D-galaktose 
und 6-8-D-Galaktosido-D-galaktose auf, wie sie auch im partiellen Hydro- 
lysat des Helix-Galaktogens von Weinland® gefunden wurden (Abb. 4). 
Da unter den gegebenen Hydrolysebedingungen Reversionserscheinungen 

wenig wahrscheinlich sind, spricht das 


a wb wa d _  Auftreten dieser Disaccharide dafiir, daB 
me die Galaktose auch im Lymnaea-Galak- 
pm : | togen in §-D-1.3- und p-D-1.6-Bindung 


vorliegt. 


ie Se ew Abb. 3. Chromatogramm des Hydrolysates der 





Frakt. D. a) 50 ug Glucose, b) Hydrolysat aus 
150 ug Helix-Galaktogen, c) Hydrolysat aus 150ug 
Frakt. D, d) 50 ug Galaktose. 


Im Hydrolysat des Lymnaea-Galaktogens fehlen hingegen die tiber 
die Galaktose hinauswandernde schnelle Komponente (Frakt. 1 nach 
W einland§) des Helix-Galaktogens sowie das dort regelmabig auftretende 
Galaktose-6-phosphat (,,Frakt. 5 negativ’’ nach Weinland®). Die Ge- 
schwindigkeit der Hydrolyse ist fiir beide Galaktogene etwa gleich. 

19 R. Nilson in E. Bamann u. K. Myrback, Methoden d. Fermentforsch. 


Bd. Il, 8. 1294, G. Thieme-Verlag, Leipzig 1941. 
20 H. Weinland u. F. May, diese Z. 298, 153 [1953]. 
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la lb 2 3a 3b Ry 
Abb. 4. Chromatogramm der partiellen oe aie 0,03 
Hydrolysate von Helix-Galaktogen (a) = 0.06 
und Lymnaea-Galaktogen (b) (Frakt. “ sail : 
(). 3proz. Lésungen in 0,1ln H,SO,, al 0,10 


98°, jeweils 10 ul Hydrolysat (entspre- 
chend 300 ug Polysaccharid) sauer auf- 


getragen. 1. 12-Stdn.-Hydrolyse, 2. ; - 
50 ug Galaktose, 3.6-Stdn.-Hydrolyse. 0,23 
Rr-Werte: 0,03 Galaktose-6-phosphat; 


0,06 6-f-D-Galaktosido-p-galaktose ; 

0,10 3-f-p-Galaktosido-p-galaktose ; 

(0,23 p-Galaktose; 0,38 ,,schnelle Frak- 

tion, Fraktion 1 des Helix-Galakto- 0.38 
gen-Hydrolysates. 


Abb. 5. Sedimentationsdia- 
gramm des Lymnaea-Galak- 
togens (Frakt. C). 42040 
U-/Min.s¢—O57 19, st— 20": 
Aufnahmeabstand 2 Min.; 
Aufnahmewinkel: Bild 1—5 


70°, Bild 6 60°, _~ BS Nicol 














Das Elektropherogramm der Hydrolysate der einzelnen Fraktionen 
des Lymnaea-Galaktogens lief auch im Falle der phosphatreichen Frakt. 
B keine Ablagerung von Galaktose-6-phosphat erkennen. Es muB daher 
angenommen werden, daB das Phosphat im Lymnaea-Galaktogen, Frakt. 
B, nicht in sdurestabiler Bindung vorliegt. 


Ultrazentrifugation 


Die Untersuchungen wurden mit einer analytischen Ultrazentrifuge, Modell 
E, der Firma Beckman/Spinco ausgefiihrt. Es wurde eine Aluminiumzelle (Frakt. 
B und C) oder eine Doppelsektorzelle (Frakt. A) verwendet. Frakt. D konnte nicht 
untersucht werden. Die Substanzen wurden in dest. Wasser gelést. Die Messungen 
der Sedimentationsgeschwindigkeit wurden mit der Philpot-Svensson-Methode 
unter Verwendung einer Phasenplatte bei 42040 U./Min. und 20,0° durchgefiihrt. 

Die Sedimentationsdiagramme der einzelnen Fraktionen des Lym- 
naea-Galaktogens ergaben, daB die Substanzen nicht einheitlich waren, 
sondern aus mindestens 2 Komponenten bestanden. Als Beispiel wird der 
Verlauf der Sedimentation fiir Frakt. C angefiihrt (Abb. 5). Frakt. A 
und B zeigten ahnliche Bilder. In Tab. 2 sind die Sedimentationskoeffi- 
zienten s fiir die beiden vermeBbaren Maxima der Gradientenkurven an- 
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gegeben. Die Werte stellen nur Naherungen dar, da die Ausmessung in- 
folge der starken Diffusion der einzelnen Komponenten und der unvoll- 
standigen Trennung der Gradienten sehr schwierig war. Die schnelle Ver- 
breiterung der Gradienten spricht dafiir, daB die Komponenten poly- 
molekular sind, wie es auch beim Helix-Galaktogen gefunden wurde?!. 


Tab. 2. Sedimentationskoeffizienten des Lymnaca-Galaktogens in waBriger Lésung 














bei 20°. 
1018 * Se [Sek. | 
Frakt. “oe bee A Gradient Nr. 
I | II 
A 0,86 13.8 a 
0,57 13,4 . 
B 0,84 14,8 46,4 
0,42 15,0 45,8 
0,33 14,9 * 
Gr; 0,77 15,6 48,2 
0,56 15,3 45,8 
0,41 15,6 46,2 





* nicht auswertbar 
. 


Auf eine Bestimmung der Diffusionskoeffizienten aus den Sedimen- 
tationsdiagrammen wurde verzichtet. 

Zur Abschatzung der prozentualen Anteile der einzelnen Kompo- 
nenten in den Fraktionen wurden die Aufnahmen vergréBert gezeichnet 
und die einzelnen Gradientenkurven unter der Annahme eines symme- 
trischen Verlaufes rekonstruiert. Es wurden hierbei nur Aufnahmen zu 
Beginn der Sedimentation ausgewertet, um Stoérungen durch den Ver- 
diinnungseffekt und den Johnston-Ogston-Effekt hintanzuhalten. Die 
prozentualen Anteile der Komponenten wurden durch Ausschneiden und 
Wagen der Flachen unter den rekonstruierten Gradientenkurven er- 
mittelt (Tab. 3). 


Tab. 3. Prozentuale Anteile der einzelnen Galaktogenkomponenten. 








; Gradient I Gradient II 
Frakt. 
se | % se % 
B 14,9 | 64 46,1 36 
& 15.5 | 67 46,7 38 


Es fallt auf, daB die Frakt. B, die sich in ihrem Gehalt an Phosphor 
und Stickstoff von den Frakt. A und C unterscheidet, im Hinblick auf die 
Sedimentationskoeffizienten ihrer Komponenten wie auch hinsichtlich 


21 M. Geldmacher- Mallinckrodt u. G. Traxler, diese Z. $22, 112 [1960]. 
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der prozentualen Zusammensetzung aus diesen Komponenten keine 
Unterschiede gegeniiber der Frakt. C erkennen laBt. Frakt. B stellt dem- 
nach offensichtlich kein von Frakt. A und C verschiedenes Polysaccharid- 
Gemisch dar, sondern enthalt vermutlich eine phosphor- und stickstoff- 
reiche Beimengung. Wegen der geringen Substanzmenge wurde nicht 
versucht, diese Verunreinigung zu entfernen. 


Verhalten gegeniiber §-Galaktosidasen 


Der Abbau des Helix-Galaktogens und seiner Spaltstiicke durch ver- 
schiedene 6-Galaktosidasen wurde bereits untersucht®”*. Dabei zeigte 
sich, daB die f-Galaktosidasen aus ,,Pektinase 2073°* (Réhm & Haas, 
Darmstadt), einem Praparat aus Aspergillus-Arten, Helix-Galaktogen 
auch nach 17tagiger Bebriitung zu héchstens 7% spalten. Als Abbau- 
produkte traten ausschlieBlich D- und L-Galaktose auf, und zwar in 
demselben Verhaltnis, wie es im Polysaccharid vorlag. Die durch par- 
tielle Hydrolyse aus dem Galaktogen-Hydrolysat gewonnene Galaktose- 
trisaccharid-6-phosphorséure wird vom Ferment nicht gespalten, wohl 
aber das phosphorfreie Trisaccharid. Hieraus wurde geschlossen, daB der 
geringe fermentative Abbau des Helix-Galaktogens durch ,,Pektinase 
2073‘ auf das Vorkommen von C-6-gebundenem Phosphat zuriickzu- 
fiihren ist. Weinland vermutete, daB dieses Ferment auch groBe phos- 
phatfreie Galaktogenspaltstiicke zu spalten vermag. 


Im Lymnaea-Galaktogen besitzen wir nun ein praktisch phosphor- 
freies Galaktosepolysaccharid und es lag daher nahe, dieses auf seine 
Spaltbarkeit durch die 6-Galaktosidase der Aspergillus-Arten zu priifen. 


,,Pektinase 2073°*, die 1954 bezogen und seither als Pulver bei Zimmertem- 
peratur verschlossen aufbewahrt worden war, wurde zu einer 10proz. Lésung in 
dest. Wasser gelést und 18 Stdn. bei 20° gegen dest. Wasser dialysiert. Der Zello- 
phanschlauch muBte wahrend der Dialyse erneuert werden, da er — vermutlich 
durch Fermentwirkung — briichig wurde. Die durch Zentrifugieren geklarte dialy- 
sierte braune Lésung enthielt 3,8 mg Protein/ml. 


Vom Lymnaea-Galaktogen, Frakt. A und B wurden Iproz. Lésungen im Di- 
alysat hergestellt und bei 45° bebriitet. Nach verschiedenen Zeiten (1/,, 1, 2, 4, 8, 
22 und 33 Stdn.) wurden 10-yu/-Proben entnommen, auf Schleicher & Schiill-Papier 
2043b aufgetragen, eingetrocknet und schlieBlich absteigend mit n-Butanol/Py- 
ridin/Wasser 6 : 4: 3 chromatographiert. Farbung mit Anilinphthalat. 


Frakt. A und B wurden innerhalb von 20 Stdn. vom Ferment prak- 
tisch vollstandig zu Galaktose aufgespalten. Oligosaccharide traten nicht 
auf. Helix-Galaktogen wurde mit dem gleichen Praparat unter denselben 
Bedingungen nur zu etwa 3% (in 2 Tagen) abgebaut. 

Die in der ,,Pektinase 2073‘ enthaltenen 6-Galaktosidasen kénnen 
also phosphatfreies Galaktogen vollstandig zu Galaktose spalten, womit 
die oben angefiihrte Vermutung von Weinland bestatigt ist. 








22H. Weinland u. K. Niichterlein, diese Z. 298, 48 [1954]. 
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Diskussion 


Vergleicht man die Er- 
gebnisse der Untersuchungen 
des Lymnaea- und des Helix- 
Galaktogens miteinander (Tab. 
4), so fallen zwei wesentliche 
Unterschiede zwischen den 
beiden Polysacchariden auf, 
nimlich die Abwesenheit von 
L-Galaktose und der Mangel 
an Phosphor im Lymnaea-Ga- 
laktogen. Mit Ausnahme der 
Sedimentationskoeffizienten 
lassen sich alle tibrigen Abwei- 
chungen zwischen den beiden 
Polysacchariden als Folgen die- 
ser Unterschiede erklaren. So 
ist die positive spezif. Drehung 
desLymnaea-Galaktogens wohl 
durch die ausschlieBliche An- 
wesenheit von D-Galaktose be- 
dingt. Das neutrale Verhalten 
im elektrischen Feld und die 
vollige Spaltbarkeit durch As- 
pergillus-Galaktosidase k6n- 
nen hingegen auf den Mangel 
an Phosphat zuriickgeftihrt 
werden. Die leichte Spaltbar- 
keit des Lymnaea-Galaktogens 
ist mdglicherweise mit ein 
Grund fiir den bei den ba- 
sommatophoren Pulmonaten 
bereits wahrend der Embry- 
onalentwicklung einsetzenden 
Abbau dieses Polysaccharids. 


Am Ende der Entwick- 
lung im Ei haben die schlupf- 
reifen Embryonen praktisch 
alles Galaktogen in ihren K6r- 
per aufgenommen® und wohl 
vornehmlich in den Eiweib- 
zellen der Mitteldarmdriise ge- 
speichert!?. Dort kann es noch 


in qualitativ unveranderter 


Form nachgewiesen werden. 
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Daneben enthalten diese Embryonen nunmehr auch glucosehaltige Poly- 
saccharide, vermutlich Glykogen. 

Das Lymnaea-Galaktogen ist am ehesten noch mit dem von Wolf- 
rom und Mitarbeitern?? beschriebenen Galaktogen (Pneumogalaktan) 
der Rinderlunge vergleichbar. Dieses Polysaccharid ist ebenfails frei von 
L-Galaktose und enthalt nur Spuren von Phosphor. Es weist 1.3- und 
1.6-Bindungen auf und hat eine positive Drehung gleicher GréBenord- 
nung ([« ]??: + 19°). Abweichend von Lymnaea-Galaktogen erwies es sich 
als elektrophoretisch inhomogen und wanderte im elektrischen Feld zur 
Anode, da es eine geringe Menge Glucuronsdure enthalt. Weiterhin 
scheint das Pheumogalakatan sehr widerstandsfahig gegen einen fermen- 
tativen Abbau zu sein. 


Zusammenfassung 


Die Polysaccharide der Eier von Lymnaea stagnalis wurden isoliert 
und ihre Eigenschaften untersucht. Es wurde ein praktisch phosphor- 
freies Galaktogen gefunden, das vermutlich ausschlieBlich aus D-Galak- 
tose aufgebaut ist und dessen spezif. Drehung [x ]39: + 23° betragt. Das 
Galaktogen verhielt sich im elektrischen Feld neutral und homogen, er- 
wies sich in der analytischen Ultrazentrifuge aber als nicht einheitlich. 


Summary 


The polysaccharides from the eggs of Lymnaea stagnalis have been 
isolated and their properties studied. A practically phosphorus-free 
galactogen (specific rotation [«]?°: + 23°) was found, and probably 
consists entirely of D-galactose. It appears neutral and homogeneous in 
electrophoresis, but is non-homogeneous in the analytical ultracentrifuge. 


Dr. H. J. Horstmann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Erlangen, Wasserturmstr. 5. 


23M. L. Wolfrom, D.J. Weisblat, J. V. Karabinos u. O. Keller, Arch. 
Biochmistry 14, 1 [1947]; M.L. Wolfrom, G.Sutherland u. M.Schlamo- 
witz, J. Amer. chem. Soc. 74, 4883 [1952]; M. Heidelberger, Z. Dische, 
W. Brock Neely u. M. L. Wolfrom, ebenda 77, 3511 [1955]. 
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Bildung einer Ketosaure durch 
mikrobiellen Abbua von Progesteron 
Von 
Kurt Schubert, Karl-Heinz Béhme und Clire Hoérhold 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 
Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juni 1961) 


Der Stoffwechsel der Steroide, soweit er Veranderungen am intakten 
Ringsystem betrifft, ist relativ gut untersucht. Nur sehr wenig wissen wir 
hingegen iiber den weiteren Abbau des Steranskeletts. Wenn man sich 
vergegenwartigt, daB nach Applikation eines Steroids haufig nicht mehr 
als 20 bis 50% Steroidmetaboliten im Harn wiederzufinden sind, so ist die 
Bedeutung zu erkennen, welche der Auffindung von Abbaureaktionen 
und der Aufklarung von Funktionen der Abbauprodukte zukommt. 
Ebenso wie fiir den Stoffwechsel der Steroide diirfte es auch ftir ihren 
oxydativen Abbau-verschiedene Wege geben, deren jeweilige Betonung 
von einer Vielzahl von Faktoren abhangen kann. 

Fiir die Untersuchung grundsatzlich méglicher Abbauwege wahlten 
wir zunachst den mikrobiellen Abbau. Im Verlaufe unserer Beschaftigung 
mit Mycobacterium smegmatis konnten wir bei C,,-Steroiden! und C,,- 
Steroiden? eine Reihe von Umwandlungsstufen sichern. So erhielten wir 
beispielsweise aus Progesteron durch Aromatisierung des Ringes A und 
Offnung des Ringes B seco-Verbindungen (I)?. 





CH, CH, CH, 
CO CO co 
CH; CH; (CH,CO),0 CH, 
POS mM. oe eee oo, 
| smegmatis NaOH I | 
oO 7 O i O all 
~ bi I Pr It 
HC. | 
gg A 
| HO’ O 
Non 


1 K. Schubert, K.-H. Béhme u. Ch. Kiihn, Mber. Dtsch. Akad. Wiss. 1, 
517 [1959]; K. Schubert, K.-H. Béhme u. Cl. Hérhold, ebenda 2, 308 [1960]; 
Z. Naturforsch. 15b, 584 [1960]. 

2 K. Schubert, K.-H. BGhme u. Cl. Hérhold, Z. Naturforsch. im 
Druck. 
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Die Einwirkung von M. smegmatis auf I fiihrte nun zur Auffindung 
einer Ketosaure (II), die nach Zimmermann reagiert. Auch aus den 
Progesteron-Ansatzen konnte die gleiche Ketosaure in Ausbeuten von 
2—10% isoliert werden. Fiir die papierchromatographische Untersuchung 
eignet sich das System Propanol/Ammoniak/Wasser 90:2:8 (Ry 0,36) 
und das System Methanol/Propanol/Wasser 82: 15:3 bei Verwendung von 
paraffingetranktem Papier (Ry 0,71). Neben der Zimmermann-Reaktion 
kann zur Anfarbung auch Bromthymolblau verwendet werden. 

Die Fermentationstechnik kann den zitierten Arbeiten entnommen werden. 
Die Kulturfiltrate wurden mit Chloroform extrahiert, der zur Trockene gebrachte 
Extrakt in Ather aufgenommen und mit Natriumhydrogencarbonat-Lésung ge- 
schiittelt. Die Hydrogencarbonat-Lésung wurde mit Salzsiure angesauert, dann 
mit Natriumchlorid gesaittigt und mit Chloroform extrahiert. Fiir die weitere Iso- 
lierung wurden 285 mg (aus 4 g Progesteron) des getrockneten dligen Extraktes an 
Kieselgel (Merck, 0,2—0,5 mm) chromatographiert. Es wurde eine Saéule von 
15x 200 mm verwandt. Eluiert wurde mit Chloroform und steigendem Butanol- 
Zusatz. Dabei wurden jeweils 5 Fraktionen zu je 20 cm’ folgender Lésungsmittel- 
Zusammensetzungen abgenommen: 

1. Chloroform 4. Chloroform + 10° Butanol 
2. Chloroform + 2,5° Butanol 5. Chloroform + 20°, Butanol 
3. Chloroform + 5 °%% Butanol 6. Chloroform + 30%, Butanol 


Die Ketosaéure wurde mit 20proz. Butanol eluiert. Es wurden insge- 
samt 150 mg eines Rohkristallisats erhalten. Nach dreimaligem Umkri- 
stallisieren aus Ather lag die Saure rein in Form quadratischer Blattchen 
vor: Schmp. 90—93°; [« ]?3: + 79° (Chloroform). 

C,;H..0, (266.3) Ber. C 67,64 H8,32  Gef. 67,40 H 8,14 
Mol.-Gew. 263; 270. 

Die Titration mit 0,ln NaOH ergab eine Carboxylgruppe, bezogen 
auf das gefundene Mol.-Gewicht. Das Ergebnis der Carbony]-Bestimmung 
mit Hydroxylamin sprach fiir 2 Ketogruppen. Das Vorhandensein einer 
Doppelbindung konnte ausgeschlossen werden durch den negativen Aus- 
fall der Brombehandlung, der Tetranitromethan-Reaktion und der Ozo- 
nisierung. Auch die UV- und IR-Spektren standen hiermit in Uberein- 
stimmung. Bei der Auswertung des in KBr aufgenommenen IR-Spek- 
trums® konnten folgende Banden zugeordnet werden: 


cm je 

2755 3,63 

2610 3,83; OH-Valenzschwingung der Carbonsaure (dimer) 
2532 3,95 


1728 5,79 C=O-Valenzschwingung der Carbonsiure-Carbonyl-Gruppe 
1708 5,85 C=O-Valenzschwingung des 6-Ring-Ketons 

1695 5,90 C=O-Valenzschwingung der 20-Ketogruppe 

1361 7,35 C—H-Deformationsschwingung der CH,—CO-Seitenkette 


1248 8,01) Bandendublett (C—O-Valenz- oder OH-Defcrmationsschwingung der 
1236 8,09{ dimeren Carbonsaure 





3 K. Wehrberger u. K. Schubert, Pharmazie 16, 249 [1961]. 
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Wie zu erwarten, konnte die Ketoséure (II) durch Kochen mit Acet- 

anhydrid in das Enol-Lacton (III) tibergefiihrt werden. III kristalli- 

sierte aus Ather in Blattchen vom Schmp. 114—117°. Auf paraffinge- 

tranktem Papier mit Propanol/Methanol/Wasser als mobiler Phase wurde 

ein Ry-Wert von 0,79 erhalten. Die Doppelbindung des Enol-Lactons 

sprach auf Tetranitromethan an. Im IR-Spektrum des Enol-Lactons 

konnten folgende Banden zugeordnet werden: 

cm" 4 

1747 5,72 C=O-Valenzschwingung (6-Lacton) 

1697 5,89 C=O-Valenzschwingung der 20-Ketogruppe 

1360 7,35 CH-Deformationsschwingung der CH,—CO-Seitenkette 

1160 8,62 (starkste Bande im Bereich von 700—1600 cm~!) C—O-Valenzschwin- 

gung der Lactongruppe 

Durch Behandlung mit 0,5n NaOH wurde die Ketosaure zuriicker- 
halten. 

Auf Grund der vorgenannten Ergebnisse darf der neuen Ketosaure 
die Struktur II zugeschrieben werden. Bei dem als 7a-Methyl-1-acetyl- 
perhydroindanon-(5)-|f-propionsaure-(4)] zu formulierenden Abbau- 
produkt des Progesterons handelt es sich um das erste auf biologischem 
Wege erhaltene niedrigmolekulare Spaltprodukt eines Steranskeletts. 

Herrn Ing.-Cheni. K. Wehrberger danken wir fiir die Durchfiithrung der 
IR-Mikrotechnik und die Auswertung der Spektren. 


Zusammenfassung 
Beim Abbau von Progesteron durch Mycobacterium smegmatis wurde 
erstmals ein niedrigmolekulares Spaltprodukt des Steranskeletts gefun- 
den und seine Struktur (II) aufgeklart. 


Summary 


The structure (II) has been determined of a low molecular weight 
cleavage product of the sterane skeleton, found after the breakdown of 
progesterone by Mycobacterium smegmatis. 


Prof. Dr. K. Schubert, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, 
Jena, BeuthenbergstraBe 11. 
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Diinnschicht-Chromatographie hydrophiler 
Arzneipflanzenausziige 
VIL. Mitteilung: Cumarine, Flavonderivate, Hydroxysauren, 
Gerbstoffe, Anthracenderivate und Flechteninhaltsstoffe !:2 
Von 
Egon Stahl und P. J. Schorn 
Aus dem Institut fiir Pharmakognosie der Universitit des Saarlandes, Saarbriicken 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juni 1961) 


Herrn Prof. Dr. H. Fliick, Eidg. Techn. Hochschule Ziirich, zu seinem 60. Geburts- 
tag in Verehrung gewidmet 


Bei dem derzeitigen Stand der Arzneipflanzenforschung ist es von 
groBer Wichtigkeit, die in der Allo- und Homdéopathie verwendeten 
Pflanzen und deren Ausztige besser zu charakterisieren. Wahrend bei 
den stark wirksamen Drogen, z. B. mit Alkaloiden und Herzglykosiden, 
biologische und chemische Methoden zur Festlegung des Wirkstoff- 
gehalts bekannt sind, fehlen diese bei vielen anderen Arzneipflanzen. 


Im homéopathischen Arzneibuch hat man in vorausschauender Weise als 
analytische Methode zur Kennzeichnung die Kapillaranalyse eingefiihrt. Mitte der 
dreiBiger Jahre wurde unter den gleichen Gesichtspunkten versucht®, die Ts we t t sche 
Saulenchromatographie hierfiir einzusetzen. 1938 berichteten Ismailov und 
Schraiber!, da8 man mit wesentlich besserem Erfolg diinne Sorptionsschichten 
verwenden kann. Sie beschrieben die Charakterisierung einer Reihe von Tinkturen 
mittels der Mikrozirkular-Technik. Auch diese Arbeit geriet wieder in Vergessenheit. 
Im letzten Jahrzehnt wurde dann die Papierchromatographie®> und die Papier- 
elektrophorese® zur Kennzeichnung von Tinkturen und Fluidextrakten herange- 
zogen. 


1 VII. Mitteil.: E. Stahlu. H. Kaldewey, diese Z. 328, 182 [1961]. 

2 Ein Teil der Ergebnisse wurde auf der GDCh-Tagung (Fachgruppe Analy- 
tische Chemie) in Miinchen am 27. 10. 1960 vorgetragen: E. Stahl, Z. analyt. 
Chem. 181, 305 [1961]. 

3 R. Franck, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 275/47, 125 [1937]; 
K. W. Merz u. R. Franck, ebenda 275/47, 345 [1937]; H. Valentin, Pharmaz. 
Ztg. 80, 469 [1935]; 82, 527 [1937]; H. Valentin u. R. Franck, ebenda 81, 943 
[1936]. 
4N. A. Ismailov u. M. S. Schraiber, Farmatsiya 1988, Nr. 3,1; Ref.: 
Chem. Abstr. 84, 855, [1940]. 

5 W. Lang, Dtsch. Apotheker-Ztg. 91, 125 [1951]; P. Hagedorn, ebenda 92, 
985 [1952]; R. Paris u. J. P. Viejo, Ann. pharmac. frang. 18, 424 [1955]; L. Hor- 
hammer u. K. W. Leue, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 288/60, 377 
[1955]. 
6 EK. Scholz u. P. Hagedorn, Dtsch. Apotheker-Ztg. 98, 81 [1953]; K. G. 
Krebs u. A. Wankmiiller, ebenda 94, 171, 192 [1954]; R. Paris, J. Pharmac. 
Belgique 11, 9 [1956]. 
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Nach unseren Erfahrungen mit der Diinnschicht-Chromato- 
graphie?»7,8 war es aussichtsreich, die Methode auch auf diesem Gebiet 
zu erproben. Hierzu erschien es sinnvoll, zunachst die optimalen Trenn- 
méglichkeiten haufig anzutreffender Verbindungsklassen, z. B. Flavone, 
Cumarine und Gerbstoffe, zu ermitteln und dann erst mit den hierbei 
gesammelten Erfahrungen das Kernproblem anzugehen. Schon bald 
ergab sich, daB es nicht méglich ist, mit einem einzigen FlieBmittel aus- 
zukommen. Wir bemiihten uns allerdings, méglichst wenig Systeme 
heranzuziehen und auf den bewahrten Kieselgel-G-Schichten den ge- 
wiinschten Erfolg zu erreichen. 


Ergebnisse 
x- und y-Pyrone 


Gemische von Cumarin- und Flavonderivaten kommen in zahl- 
reichen Pflanzen vor, und so wurde zunachst einmal versucht, fiir diese 
Wirkstoffgruppen die Trennméglichkeiten zu ermitteln. Nach systema- 
tischer Erprobung zahlreicher FlieBmittelsysteme fanden wir in der 
Mischung Toluol/Athylformiat/Ameisensdure 5: 4:1 ein System, das 
in 30—35 Min. zahlreiche Pyronderivate zu trennen vermag. Abb. 1 (G,) 
zeigt die Trennung und die Rr-Werte der untersuchten Cumarin- 
derivate. Die Zonen entsprechen einer Auftragemenge von nur 0,1 ug 
und sind im langwelligen ultravioletten Licht an ihrer blauen, beziehungs- 
weise gelben Fluoreszenz gut zu erkennen. 


Mit dem gleichen FlieBmittel gelingt auch die Diinnschicht-Chro- 
matographie einer Reihe von Flavonderivaten, nicht aber von den Fla- 
vonglykosiden. Bei den Flavonolen und Flavanonen lassen sich durch 
eine schwache Pufferung der Kieselgel-G-Schicht mit Natriumacetat 
(0.3m) kleinere und runde Flecken erzielen (Abb. 1; G,). Zur Sichtbar- 
machung hat sich das von Neu® beschriebene Naturstoffreagenz A 
bestens bewahrt. Im ultravioletten Licht fluoreszieren die getrennten 
Substanzen (0,1 ug) dann verschiedenartig und lassen sich so gut identi- 
fizieren. Die stark polaren Flavonglykoside bleiben bei diesem FlieB- 
mittel am Startpunkt zuriick. Nach langerem Bemiihen wurde im Ge- 
misch Athylacetat/Methylathylketon/Ameisenséure/Wasser 5:3:1:1 
ein geeignetes stark polares System gefunden, das zum gewiinschten 
Erfolg fiihrt (Abb. 2). Die zuckerfreien Flavonderivate wandern hierbei 
in der Frontzone. Auf diesen Befunden aufbauend, konnten dann alko- 
holische Ausziige von Arzneipflanzen untersucht werden. Als erstes 
Beispiel seien einige Umbelliferen-Drogen herausgegriffen. Von beson- 


7 VI. Mitteil.: E. Stahl u. U. Kaltenbach, J. Chromatogr. 5, 237 [1961]. 
8 II. Mitteil.: E. Stahl, Chemiker-Ztg. 82, 323 [1958]. 
® R. Neu, Naturwissenschaften 44, 181 [1957]. 
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Abb. 1. Diinnschicht-Chromatogramm von Cumarinen (1—8), Flavonen (9—15) 
und Hydrochinon, seinen Methylathern und Glucosiden (16—20). 


Die in Klammer gesetzten Fluoreszenzfarben wurden bei den Cumarinen direkt 
und bei den Flavonen nach Bespriihen mit Naturstoffreagenz A® beobachtet (FlieB- 
mittel III, Kieselgel-G-Schicht). 


T=Testgemisch: Buttergelb (O) + Sudanrot (x) + Indophenol (@) 


1 Asculin (blau) 12 Quercetin (orange) 
2 Asculetin (blau) 13 Kampferol (gelb-grau) 
3 Scopoletin (blau) 14 Naringenin (braun-grau) 
4 4-Methyl-umbelliferon (blau) 15 Chrysin (orange) 
5 Xanthotoxin (gelb) 
6 Bergapten (gelb) G, Flavongemisch (9—15) 
7 Imperatorin (gelb) 
8 Athamantin (blau) 

16 Arbutin 
G, Cumaringemisch (1—8) 17 Methylarbutin 

. 18 Hydrochinon 

19 Hydrochinonmonomethylather 
9 Robinetin (orange) 20 Hydrochinondimethylather 
10 Morin (gelbgriin) 
11 Taxifolin (orange) G, Gemisch (16—20) 


derem Interesse erschien uns die Unterscheidung der Friichte von 
Ammi visnaga L. und A. majus L. und ferner die Charakterisierung der im 
gepulverten Zustand und im alkoholischen Auszug schwierig zu unter- 
scheidenden Umbelliferenwurzeln!®. Mit dem fiir «- und y-Pyrone be- 
schriebenen FlieBmittel lassen sich die alkoholischen Ausztige der ge- 
nannten Drogen schnell und sicher identifizieren. Abb. 3 zeigt ein der- 
artiges Diinnschicht-Chromatogramm (ohne Bespriihen) im ultra- 
violetten Licht. 


10 L. H6rhammer u. H. Wagner, Dtsch. Apotheker-Ztg. 97, 230 [1957]; 
L. Hérhammer, H. Wagner u. B. Lay, Pharmazie 15, 645 [1960]. 
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: Abb. 2. Trennung der Flavonglykoside 
auf einer Kieselgel-G-Schicht. Das 
iiblicherweise verwendete dreifarbige 
Testgemiszh liegt hier im Bereich der 
Lésungsmittelfront. Die nach dem Be- 
spriihen mit Naturstoffreagenz im ultra- 
violetten Licht beobachteten Farben 
sind in der nachstehenden Aufstellung 
mit angegeben (FlieBmittel V, Kieselgel- 
G-Schicht). 
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ra) O 1 Robinin (gelb-grau) 
2 Rutin (orange) 
° fo} 3 Naringin (blaugrau) 
4 Hyperosid (orange) 
] 5 Apigenin-7-glucosid (gelb-grau) 
op te wee det 8) RR Se Start 6 Quercitrin (orange) 
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Abb. 3. Photographie eines Diinnschicht-Chromatogramms von _ alkoholischen 
Pflanzenausziigen im ultravioletten Licht (nicht bespriiht). Flie8mittel IIT, Kiesel- 
gel-G-Schicht. Eine Unterscheidung der Drogen ist auf diesem Weg gut méglich: 


. 


1 Friichte von Ammi majus L. 2 Friichte von Ammi visnaga L. 


Ry-Werte und Fluoreszenz der wichtigsten Inhaltsstoffe dieser beiden Friichte: 


Khellin (braun) Ry 0,47 Khellol (gelb-grau) Ry 0,30 
Visnagin (gelb-grau) Rp 0,45 Khellol-glykosid (blau) Rp 0,00 
3 Radix Angelicae (Tinktur Erg.-B. 6) 5 Radix Livistici (DAB. 6.) 


4 Rhizoma Imperatoriae (Erg.-B. 6) 6 Radix Pimpinellae (Tinktur DAB. 6.) 
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Hydroxycarbonsauren, Gallus- und Catechin-Gerbstoffe, 
Phenolglykoside* 

Unter den Inhaltsstoffen werden bei zahlreichen Arzneidrogen 
Gerbstoffe oder gerbstoffartige Verbindungen angegeben. Vielfach sind 
diese Angaben nicht hinreichend gesichert, und eine Uberpriifung im 
einzelnen ist erforderlich. Die bisher bekannt gewordenen Methoden 
zur Gerbstoffbestimmung erfassen entweder chemisch oder biologisch 
ahnlich reagierende Stoffe, also auch Nichtgerbstoffe; sie versagen zu- 
meist beim Vorliegen kleiner Gerbstoffmengen. Sind einmal die in den 
Pflanzenausztigen vorkommenden phenolischen Substanzen, ihre Menge 
und ihre biologische Wirksamkeit genauer bekannt, so lassen sich die 
bisherigen Wertbestimmungsmethoden tiberpriifen und Fehlerquellen 
beseitigen. Da nun eine Reihe aromatischer Hydroxycarbonsauren echte 
Gerbstoffe vorzutauschen vermag, wurden auch einige Verbindungen 
aus dieser Klasse mit untersucht. Ihre Trennung war wiederum mit dem 
bereits bei den Pyronderivaten bewahrten sauren FlieBmittel (Toluol/ 
Athylformiat/Ameisenséure 5:4:1) médglich (Abb. 4). Die Sichtbar- 


i 2? Beh <b 6? 26 Front 


Abb. 4. Aromatische Hydroxycarbonsiuren 
nach der Trennung und Sichtbarmachung : 
mit Phosphormolybdansaure (FlieBmittel IIT, 
= eee 
Kieselgel-G-Schicht). 10m 
—<— 2 
. ss ee * * 
1 Chlorogensaéure 5 Gentisinséure 
2 m-Digallussiure 6 Ferulasaiure 3 ° 
3 Gallussaiure " 
4 Kaffeesiure G Gemisch (1—6) 
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machung erfolgte durch Aufspriihen von Phosphormolybdansaure- 
Reagenz und Erwarmen. Die phenolischen Substanzen wurden als blaue 
Zonen auf gelbem Grund bis unter 0,1 wg sichtbar. Zum Nachweis hat 
sich ferner die stabile Diazoniumverbindung Echtblausalz BB bewahrt. 
Beide Spriihreagenzien wurden auch zur Sichtbarmachung der Gerb- 
stoffe verwendet; sie sind wesentlich empfindlicher als z. B. die Eisen(II1)- 
chlorid-Reaktion. Zur Trennung der Gerbstoffe hat sich ein im Prinzip 
sehr ahnliches FlieBmittel (Chloroform/Athylacetat/Ameisensaure 5:4: 1) 
bewahrt. Es trennt auch das Epicatechin von der m-Digallussaure. 
Abb. 5 zeigt den Trennerfolg dieses Systems sowohl bei reinen Gerb- 

* Nach zehnjahriger Erfahrung mit der Diinnschicht-Chromatographie 
miissen wir es ablehnen, bei manuell hergestellten Schichten von ungleichmaBiger 
Dicke (0,5—0,9 mm) und ohne Angabe des Sattigungszustandes der ''rennkammer 
den Begriff ,,&p-Wert™ zu gebrauchen (s.u. a. G. Pastuska, Z. analyt. Chem. 
179, 355 [1961 }). 
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stoffen als auch bei gerb- 
stoffhaltigen Pflanzen- 
ausztigen. Hiermit dirfte 
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auch — wie aus Abb. 
5 hervorgeht — eine 
@ weitere Charakterisie- 


rung des Tannins (Acid. 
tannicum DAB. 6.), das 














° oo°0 
lcm oft als Gerbstoffstan- 
ns ad liad dard herangezogen wird, 
° ° 0 O moglich sein. 
fe) fo) oO Oo Abb. 5. Diinnschicht-Chro- 
matogramm von Gerb- 
“ | stoffen und _ gerbstoffhal- 
e - 8 ee eee 8 | Start ~— tigen.Pflanzenausziigen, be- 
spriht mit Echtblausalz 
BB. (FlieBmittel II, Kiesel- 
gel-G-Schicht). 
1 (—) Epigallocatechin (rotbraun) G Gemisch (1—5) 
2 (—) Epicatechin (rotbraun) 
3 m-Digallussiure (grau) A Tannin (Acidum tannicum DAB. 6.) 
4 Gallussaure P (rotbraun) 8B Tinct. Gallarum (DAB. 6.) 
5 Pyrogallol (rotbraun) C Thea nigra (Methanolauszug 1: 10) 


Durch die kurze Laufzeit und die Empfindlichkeit der Diinnschicht- 
Chromatographie ist diese Methode gerade in der physiologischen Chemie 
zur Verfolgung des Umbaus von Wirkstoffen im Organismus von be- 
sonderem Wert. Will man z. B. den Reaktionsweg der Wirkstoffe von 
Folia Uvae ursi (Barentraubenblatter) verfolgen, so sind zunachst die 
Trennmdéglichkeiten der hier in Betracht kommenden Inhaltsstoffe 
(Arbutin und Methylarbutin) und der méglichen Umwandlungsprodukte 
zu untersuchen"™, Die Trennung der Ausgangs- und der zu erwartenden 
Endprodukte gelingt in diesem Beispiel gut mit dem bereits beschriebenen 
Gemisch (Toluol/Athylformiat/Ameisensiure, Abb.1; G3). Da eine 
Sichtbarmachung des Methylarbutins und des Hydrochinondimethyl- 
ithers mit den vorstehend erwahnten Reagenzien nicht méglich war, wurde 
in diesem Fall Millons Reagenz verwendet. Alle in Betracht kommenden 
Verbindungen reagieren mit gelber bis orangegelber Farbe. 


Anthracenderivate 
Fiir die laxierende Wirkung einer Reihe von Drogen sind Anthracen- 
derivate verantwortlich. Sie kénnen sowohl in glykosidischer Bindung 
als auch als Aglykone vorliegen und auberdem in der Anthrachinon-, 


1G. Wagner u. M. Bohm (Papierchromatographie), Pharmazie 12, 363 
[1957]. 
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Anthron- und Anthranolform. Mit den wenigen uns zur Verfiigung 
stehenden Reinsubstanzen ergab sich, daB die vorstehend verwendeten 
FlieBmittel fiir diese Stoffgruppe nur bedingt brauchbar sind. Gute 
Trennungen erzielten wir hingegen mit dem Gemisch Benzol/Athyl- 
formiat/Ameisensdure 75: 24:1. Abb. 6 zeigt, daB es nicht nur diese 
Reinsubstanzen, sondern auch alkoholische Ausziige von Pflanzen mit 
Anthracenderivaten zu trennen vermag. Zur Sichtbarmachung wurde 
waBrige Borsdurelésung oder alkoholische Kalilauge aufgespriiht; im 
ultravioletten Licht fluoreszieren die Verbindungen gelb—orange—rot. 
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Abb. 6. Trennung von Anthracenderivaten und von entsprechenden Pflanzen- 

extrakten (FlieBmittel IV, Kieselgel-G-Schicht). In Klammern sind die Fluores- 

zenzfarben im langwelligen UV-Licht nach dem Bespriihen mit alkoholischer Kalli- 
lauge arngegeben. 


1 Aloin (orange-braun) 6 Emodin (rosarot-orange) 
2 Sennidin A (gelb-braun) 7 Alizarin (rosarot-orange) 
3 Emodinanthron (gelb-braun) 
4 1.8-Dimethoxy-anthrachinon-carbon- 


siure-(3)-methylester (Sandoz) (gelb- A Tinct. Aloes (DAB. 6.) 
gelbrot) B Extr. Frangulae fluidum (DAB. 6.) 
Rhein (rosarot-orange) C Tinct. Rhei vinosa (DAB. 6.) 


or 


Flechteninhaltsstoffe 


Die gute antibiotische Wirksamkeit einer Reihe von Flechten, 
beziehungsweise Flechtenextrakten ist auf die in Usnea-, Evernia-, 
Letharia- und Parmelia-Arten vorkommende d-Usninséure zuriickzu- 
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fiihren!?, Daneben enthalten die Flechten Depside, Depsidone, Di- 
benzofurane und Lactoncarbonséuren. Die qualitativen und quanti- 
tativen Unterschiede kénnen zur systematischen Kennzeichnung der 
Flechten herangezogen werden!*. Von besonderem Interesse schien uns 
daher eine Schnellidentifizierung fiir die inzwischen auch in arzneilichen 
Zubereitungen (Pudern, Salben) verwendete Usninsaure zu sein. Die 
besten Resultate wurden auf sauren Kieselgel-G-Schichten erhalten. 
Zu ihrer Herstellung wurde statt Wasser 0,5 Oxalsiure verwendet. Als 
FlieBmittel diente dann Benzol/Chloroform 1: 1. Die Sichtbarmachung 
erfolgte zunachst mit den in der Literatur empfohlenen Spriihreagenzien™. 
Weitere Versuche zeigten jedoch, daB das von uns’ haufig verwendete 
Anisaldehyd-Schwefelséure-Reagenz empfindlicher ist und deutlichere 
Farbunterschiede gibt. Hiermit farbt sich z. B. die Usninsaure blau- 
violett, die Vulpinséure gelb und die Evernsaure rot. Abb. 7 gibt ein 
solehes Diinnschicht-Chromatogramm schematisch wieder. 
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Abb. 7. Diinnschicht-chromatographische Untersuchung verschiedenecr Flechten- 
extrakte und -Sauren (FlieBmittel I; Kieselgel-G-Schicht; Sichtbarmachung mit 
Anisaldehyd-Schwefelsiure-Reagenz). 


1 Alectoria ochroleuca 7 Alectoria prolixa 

2 Letharia vulpina 8 Parmelia furfuracea 

3 Vulpinsaure Ry 0,80 (gelb) 9 Evernsaure Ry 0,11 (rot) 
4 Cladonia alpestris 10 Evernia prunasti (alkalisch hydroly- 
5 Usnea alpina siert) 

6 Usninsaure Ry 0,65 (blauviolett) 11 Orcin Ry 0,03 (rot) 


2 A. Stoll, J. Renz u. A. Brack, Experientia [Basel] 8, 111, 115 [1947]. 

13D. Hess, Planta 52, 65 [1958]. 

14 ©, A. Wachtmeister in H. F. Linskens, Papierchromatographie in der 
Botanik, 2. Aufl., Springer-Verlag, Heidelberg 1959. 
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Diskussion 


Die an verschiedenartigen stark polaren Stoffgruppen gesammelte 
Erfahrung zeigt zunachst, daB eine diinnschicht-chromatographische 
Schnelltrennung auf Kieselgel-G-Schichten sehr gut méglich ist. Deutlich 
wurde hierbei, dab es auch fiir die Verteilungschromatographie auf 
Kieselgel-G-Schichten eine Art Patridge-Gemisch’® gibt. Es sind dies 
Systeme vom Typ Toluol/Athylacetat/Ameisensaiure 5: 4:1. An Hand 
des bereits vor drei Jahren eingefiihrten dreifarbigen Testgemischs$® 
fiir die adsorptionschromatographischen Trennungen auf Kieselgel-G- 
Schichten lassen sich auch die von uns in dieser Arbeit verwendeten 
Systeme nach steigender ,,Elutionswirkung** ordnen (Abb. 8). Ver- 
gleicht man die Ry-Werte der drei Farbstoffe in den von uns verwandten 
FlieBmitteln, so werden die Unterschiede im Trennverhalten am deut- 
lichsten. Es erscheint uns erwahnenswert, daB mit diesen FlieBmitteln 
in der Regel die Reihenfolge der Trennung analog der Papierchromato- 
graphie ist. Der entscheidende Vorteil der Diinnschicht liegt in der 
kurzen Laufzeit (25—55 Min.) und in der Steigerung der unteren Er- 
fassungsgrenze. Unter Einbeziehung unserer friiheren Arbeiten auf dem 
Gebiet der Lipide ergibt sich mit der zweidimensionalen Technik auf 
Kiesel-G-Schichten folgende Méglichkeit: In Laufrichtung | kénnen auf 
adsorptions-chromatographischem Wege die lipophilen Inhaltsstoffe 
getrennt werden, und in Laufrichtung 2 lassen sich dann die hydro- 
philen Anteile verteilungschromatographisch auftrennen. 
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Flieimittel —=— 
Abb. 8. EinfluB der verwendeten FlieBmittel (I—V) auf die Trennung von Test- 
farbstoffen (Kieselgel-G-Schicht). — Man erkennt hieraus, da grundsiatzlich mit 
zahlreichen FlieBmitteln eine Trennung erzielt werden kann. Erst bei der Feinauf- 
trennung der verschiedenen Stoffklassen zeigt sich die Notwendigkeit, den Grund- 
typ III zu variieren. 


15 §. M. Patridge, Biochem. J. 42, 238 [1948]. 
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Egon Stahl und P. J. Schorn, 


Wir sind uns dariiber im klaren, daB die hier beschriebenen Versuche 
nur den Anfang einer Entwicklungsreihe einleiten. Uns kam es in dieser 
Arbeit zunachst einmal darauf an, unter allgemeinen Gesichtspunkten 
die Trennméglichkeiten zu studieren, um erst nach diesem Uberblick 
spezielle Probleme zu verfolgen. Die Kennzeichnung der offizinellen 
Arzneipflanzenausziige setzt ein groBes Vergleichsmaterial und sehr viele 
Reinsubstanzen voraus, die uns leider nur zum Teil zur Verfiigung 
standen. Wir haben uns daher auf eine knappe Darstellung unserer bis- 
herigen Ergebnisse beschrankt und den Schwerpunkt auf die Erprobung 
der FlieBmittel gelegt. In weiteren Arbeiten sollen dann diese Ergebnisse 
ausgebaut werden. Diejenigen Arbeitskreise, die auf die vorstehend 
untersuchten Stoffgruppen spezialisiert sind, werden an Hand ihres 
umfassenden Vergleichsmaterials bald auch zu umfassenderen Ergeb- 
nissen kommen und die Vor- und Nachteile besser abgrenzen kénnen. 
Wir méchten anregen, daB auch die offizinellen Drogenausziige in diese 
Versuche miteinbezogen werden. j 


Beschreibung der Versuche 


Kieselgel-G-Schichten: Die Herstellung der etwa 250 « diinnen Schich- 
ten auf Glasscheiben von 200200 mm erfolgte nach der Vorschrift von Stahl 
mit der Desaga-Grundausriistung zur Diinnschicht-Chromatographie Nr. 600*. 
Wenn nichts anderes erwahnt, wurde Kieselgel-G fiir Diinnschicht-Chromato- 
graphie (Herstellungs-Charge Nr. 121241) der Firma E. Merck, Darmstadt, in der 
iiblichen Weise mit der doppelten Menge Wasser angeriihrt. Bei den Schichten, 
die zur Trennung der Flavone dienten, haben wir statt Wasser eine 0,3m Natrium- 
acetatlésung zur Bereitung der Streichmasse verwendet. Zur Chromatographie der 
Flechteninhaltsstoffe wurde statt Wasser eine 0,5n Oxalsiurelésung gebraucht. In 
allen Fallen wurde 30 Min. bei 105° getrocknet. Die Startpunkte wurden mit Hilfe 
der Arbeitsschablone 15 mm von der Unterkante durch Einstiche markiert. Die 
Laufstrecke betrug immer 100 mm. Es wurden die normalen Trennkammern mit 
Filtrierpapierauskleidung (—Kammersattigung, friiher ,,Kammeriibersattigung’’) 
verwendet. 

FlieBmittel: Alle Lésungsmittel waren ,,p.a.°* bzw. ,,zur Chromatographie 
von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen. Die Mengenangaben beziehen sich auf 
Volumenteile. 


I. Fir Flechteninhaltsstoffe: Benzol/Chloroform 1: 1; 
Il. Fiir Gerbstoffe: Chloroform/Essigester/Ameisensaure 5:4: 1; 


Ill. Fir Hydroxyecarbonsauren, Cumarine, Flavone und Phenolglyko- 
side: Toluol/Ameisensaure-athylester/Ameisensaure 5: 4: 1; 
IV. Fir Anthracenderivate: Benzol/Ameisensaure-aithylester/Ameisensiure 
75: 24:1; 
24:1 
V. Fiir Flavonglykoside: Athylacetat/Athylmethylketon/Ameisensaure/Was- 
ser 5:3:1: 1. 


* Hersteller: Fa. C. Desaga GmbH, Nachf. Erich Fecht, Heidelberg, Haupt- 
straBe 60. 
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Substanzen: Die erwahnten Reinsubstanzen* wurden 0,01proz. in Methanol 
p- a. gelést und hiervon bei nahezu allen Verbindungsklassen jeweils 1 mm? 
(= 0,1 ug) aufgetragen. Nur bei den Flavanonen und ihren Glykosiden waren es 
2,5 mm® und bei den Flechtensiuren 5 mm*. Die Flechtenkonzentrate wurden 
lproz. in Benzol oder Methanol gelést und hiervon jeweils 15 wg aufgetragen. Von 
den feingepulverten Drogen wurden Ausziige (1 Gew.-Tl. Droge, 10 Vol.-Tle. 
Methanol) hergestellt und hiervon wie von den Tinkturen und Fluidextrakten 
(Holdermann, Baden-Baden) 2 mm? aufgetragen. 

Testgemisch : Auf jedem Chromatogramm wurde das dreifarbige Testgemisch 
(siehe Desaga-Grundausriistung), das aus Buttergelb (O), Sudanrot (x) und Indo- 
phenol (@) besteht, mit aufgetragen (1 mm‘), 

Sichtbarmachung: Zur Erkennung wurden die Chromatogramme zunachst 
im langwelligen ultravioletten Licht (Desaga-Handlampe) betrachtet. 

Naturstoffreagenz A (=Diphenylborsaure-f-aminoathylester) nach Neu ® 
wurde in Iproz. methanolischer Lésung verwendet (10 m/ pro 20x20 cm Flache) 
und danach die Fluoreszenzfarben im langwelligen UV-Licht festgestellt. 

Phosphormolybdansaure zur Analyse (E. Riedel de Haén) wurde 5proz. 
in Methanol gelést und 10 mi aufgespriiht und danach etwa 10 Min. auf 80° erhitzt. 
Die reduzierenden Verbindungen ergaben blaue Zonen auf gelbem Grund. Beim 
anschlieBenden Bedampfen mit Ammoniak wird der Untergrund farblos. 

Millons Reagenz: 5 g Quecksilber wurden in 10 g rauchender Salpeter- 
siure (d=1,40) gelést und 10 ml Wasser zugefiigt. Hiervon wurden jeweils 10 ml 
aufgespriiht. Die Verbindungen reagierten mit gelber Farbe; die untere Nachweis- 
grenze lag fiir Arbutin und Methylarbutin bei 5 ug, Hydrochinon und Hydrochino- 
monomethylester bei 1 wg und Hydrochinondimethylester bei 10 ug. 

Echtblausalz BB (Bayer, Leverkusen) wurde 0,lproz. in Methanol gelést 
und hiervon 10 mi aufgespriiht. Beim Erwairmen auf 80—100° intensivieren sich 
die Farben zumeist nach rotbraun. 

Die ammoniakalische Silbernitratlésung wurde durch jeweiliges 
Mischen von gleichen Teilen Ammoniakloésung (10proz.) und 0,1n Silbernitrat- 
lésung hergestellt und 10 m/ aufgespriiht. Danach wurde wenige Min. auf 100° er. 
hitzt (schwarze Flecken auf weiBem Grund). 

Die verwendete waiBr. Eisen(III)-chloridlésung war 5proz.; die waBr. 
Natriumtetraboratlésung (Borax) war Iproz.; die methanolische Kali- 
lauge 2,5proz. , 

Anisaldehyd-Schwefelsaure-Reagenz: 8,5 ml Methanol p. a. + 0,5 ml 
Anisaldehyd (Merck) + 1,0 ml konz. Schwefelsaéure p. a. wurden jeweils in der an- 
gegebenen Reihenfolge gemischt und dann aufgespriiht. Danach wurde 10—15 Min. 
auf 100—110° erhitzt. Der Untergrund erschien rotlich, die Zonen rot, blau, violett 
und gelb. 


Zusammenfassung 


Auf standardisierten, 250 diinnen Kieselgel-G-Schichten wurde 
das Trennverhalten von 50 Naturstoffen («- und y-Pyrone, aromatische 
Hydroxysauren, Gerbstoffe, Anthracenderivate und Flechteninhalts- 
stoffe) im Hinblick auf eine Charakterisierung von Arzneipflanzenaus- 
ziigen untersucht. Die besten Trennerfolge wurden mit sauren Flieb- 
mittelsystemen vom Typ Toluol/Athylacetat/Ameisensaure erzielt. Die 

* An dieser Stelle méchten wir es nicht versiumen, uns bei zahlreichen in- und 
auslindischen Kollegen und Firmen fiir die groBziigige Uberlassung der Reinsub- 
stanzen zu bedanken. Nur durch ihr Entgegenkommen war es méglich, diese Arbeit 
durchzufiihren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 325 18 
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durchschnittliche Laufzeit betragt bei der 10-cm-Trennstrecke etwa 
30 Minuten. Die untere Nachweisgrenze der Substanzen liegt im Vergleich 
zur Papierchromatographie etwa um den Faktor 10 tiefer. 


Summary 

The chromatographic behaviour of 50 natural substances (a- and 
y-pyrones, aromatic hydroxy-acids, tannins, anthracene derivatives and 
lichen constituents) on standardised Kieselgel-G plates (250 layer) has 
been studied with regard to the characterisation of extracts of medicinal 
plants. The best separations were obtained with acid solvent mixtures 
of the type toluene/ethyl acetate/formic acid, which took an average 
of about 30 min. to run 10 cm. Detection of the compounds separated 
was about 10 times more sensitive than in paper chromatography. 


Prof. Dr. E. Stahl, Direktor des Instituts fiir Pharmakognosie der Universitat 
des Saarlandes, Saarbriicken 15. 
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Einfache Farbreaktion zur Nicotinsdure-Bestimmung 
Von 
Odin Hevér 


Aus dem Laboratorium des staatlichen Fodor-Jézsef-Instituts fiir Tuberkulose, Budapest, Ungarn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. April 1961) 


Die bekannteste Methode zur Bestimmung der Nicotinsaure ist die Reaktion 
nach Kénig!, bei welcher der Pyridinring nach Anlagerung von Bromcyan durch 
Anilin unter Bildung eines gelben Polymethinfarbstoffs aufgespalten wird, der 
allerdings nur wenige Minuten stabil ist. Wegen der umstandlichen Herstellung und 
Handhabung des sehr giftigen Bromeyans wurde dieses spéter durch Chlorcyan 
ersetzt, welches in der Reaktionslésung aus Kaliumcyanid und Chloramin erzeugt 
wird2. Auch hier ist es wegen der groBen Labilitat des bei 440 mu zu messenden 
Farbstoffs nétig, die angegebenen Versuchsbedingungen (Pufferkonzentration, 
Temperatur, Schutz vor Licht) genau einzuhalten. 

In der vorliegenden Arbeit wird eine Abanderung dieses Verfahrens_ be- 
schrieben, bei der auch ohne besondere MaBnahmen und mit leicht zuganglichen 
Reagenzien ein geniigend stabiler Farbstoff entsteht, der mit den iiblichen kli- 
nischen Photometern gemessen werden kann. 

Reagenzien: a) Iproz. waBr, Kaliumcyanidlésung 

b) 5proz. waBr. Lésung von Benzolsulfonsaéure-chloramid- 
Natrium.* 

Ausfiihrung der Reaktion am Stufenphotometer der Fa. Zeiss (in Klam- 
mern Angaben bei Verwendung des UVIFOT-Photometers der Ungarischen Op- 
tischen Werke): 1 ml (3 ml) der zu messenden Probe wird rasch nacheinander mit 
je 0,5 ml (1 ml) der Reagenzlésungen a und b versetzt. Von der 4. bis 10. Min. nach 
dem Zusammengeben ist der Farbstoff bestandig. Es wird in einer Kiivette der 
Schichtdicke 5 mm (10 mm) mit Filter S 42 (Filterkombination FA, 405 mu) gegen 
eine Blindprobe ohne Nicotinsaure 
gemessen. 

Die Abbildung zeigt die am ‘16 
Stufenphotometer erhaltene Eich- ; 
gerade. Danach ergibt 1 ug Nico- Ra 
tinsiure in 2 m/l Gesamtvolumen | 12 wi 

7 


eine Extinktion von etwa 0,02. 
Am UVIFOT-Photometer erhalt 
man fiir 1 wg Nicotinsiure in 5ml = , 


Gesamtvolumen eine Extinktion 08 
von 0,03. — Der Farbstoff ist mit a 














Butanol, Toluol oder Ather nicht 
extrahierbar. A Z 




















Eichgerade zur Nicotinsaéurebe- 
stimmung, aufgenommen im Pulf- 25 50 5 10 
rich-Stufenphotometer ; Filter S 42. ug Nicotinsaure —=— 


* Von der CHINOIN, Fabrik fiir Arzneimittel und chemische Stoffe, Budapest. 

1 W. Konig, J. prakt. Chem. [2] 69, 105 [1904]. 

2 J. R. Peknice, Ceskoslov. Farmac. 2, 354 [1953]; Ref. Chem. Zbl. 1956, 
5654; E. Asmus u. H. Garschagen, Z. analyt. Chem. 139, 81 [1953]. 
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Da sowohl die Bromcyan- als die Chlorcyan-Methoden auch mit Isonicotin- 
siurehydrazid reagieren, ist bei Verdacht auf Anwesenheit dieser Substanz zu 
priifen’. 

Bei Untersuchung von Organen und biologischen Fliissigkeiten ist die Nicotin- 
siure vor der Bestimmung anzureichern‘. 


Zusammenfassung Vv 


Es wird eine vereinfachte Farbreaktion (mit KCN und Benzolsulfonsaure- 
chloramid-Natrium) zur Bestimmung von Nicotinsiure angegeben. 


Summary 


A simplified color reaction (using KCN and the sodium salt of benzene sulfonic 
acid chloramide (for the determination of nicotinic acid is described. 


3 O. Wollenberg, Klin. Wschr. 30, 906 [1952]. 
4 K. Ritsert, Klin. Wschr. 18, 934 [1939]; E. Bandier, On Nicotinic Acid, 
E. Munksgaard, Kopenhagen 1940. 


Dr. Odén Hevér, Allami Fodor Jozsef TBC. Gydogyintézet, Budapest XII, 
Szanatorium-Utca 2. 
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Uber den papierchromatographisch ermittelten Gehalt 
von Phosphorverbindungen in der saureléslichen Fraktion 
des Blutes, V! 


Untersuchungen an Blut von Normalmausen und Ehrlich- 
Ascites-Tumor-Mausen 
Von 
M. Rohdewald und M. Weber 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn und aus dem 
Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie in Dortmund 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1961) 


Vergleichende Untersuchungen iiber den Gehalt an saureléslichen Phosphor- 
verbindungen im Blut von Ehrlich-Ascites-Tumor-Mausen und von Normal-Mau- 
sen desselben Stammes ergaben deutliche Unterschiede. 


Methodik 


Die Ascites-Mause wurden etwa 10—12 Tage nach der Uberimpfung des 
Tumors, also im Reifezustand desselben, durch Dekapitieren getétet. Zu diesem 
Zeitpunkt waren etwa 10—12 ml Ascitesfliissigkeit in der Bauchhéhle vorhanden. 
Das Blut wurde bei der Dekapitierung in paraffinierten Réhrchen aufgefangen und 
sogleich mit Trichloressigsiure enteiweiBt. Die Verarbeitung des Blutes und die 
papierchromatographische Bestimmung der Phosphorverbindungen erfolgte wie 
in unserer I. Mitteilung! angegeben. 


Ergebnisse 


Tab. 1 gibt die Mittelwerte der P-Verbindungen in der saureléslichen Fraktion 
des Blutes von Normal-Mausen und Ehrlich-Ascites-Tumor-Mausen an, Tab. 2 die 
entsprechenden Prozentzahlen, bezogen auf Gesamt-P. Bei jedem Wert der Tab. 1 
ist die Standard-Abweichung angegeben. 

Wir ersehen aus diesen Zahlen, daB 2.3-PGS* bei den Ascites-Mausen erheb- 
lich abgesunken ist, namlich von 45%, auf 31,5°,, also um 30°, wahrend das anor- 
ganische Phosphat von 12,0 auf 22,5°,, also um 88°, angestiegen ist. FDP blieb 
unverandert, wahrend ATP einen leichten Anstieg zeigt, der aber nicht signi- 
fikant ist. 

Das betrifft die Veranderungen der Prozentzahlen. Ein deutlicheres Bild 
beziiglich des Absinkens der 2.3-PGS bei den Ascites-Mausen bietet ein Vergleich der 
absoluten Zahlen, namlich Riickgang von 12,22 auf 6,12 mg P/100 mi Blut, also 
auf die Halfte. Der Gesamt-P hat sich bei den Ascites-Mausen verringert (19,33 
statt 26,97 mg P/100 m/ Blut), also um 25°). 


* Verwendete Abkiirzungen: 2.3-PGS: 2.3-Diphospho-glycerinsiure; FDP: 
Fructose-1.6-diphosphat ; ATP: Adenosintriphosphat. 

1 T.—III. Mitteil.: M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 306, 90 [1956]; 
$11, 239 [1958]; 317, 217 [1959]; IV. Mitteil.: M. Weber, W. Wirthsu. M. Rohde- 
wald, ebenda 324, 219 [1961]. 
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Tabl. 1. Mittelwerte der Phosphorverbindungen in der saureléslichen Fraktion des 
Blutes von Normal-Mausen und Ehrlich-Ascites-Tumor-Mausen. 








(mg P/100 mi Blut). a 

er 

Anorgan. P| 2.3-PGS | FDP | ATP | Gesamt-P | Tiere 

Normal | 3,21+0,94 | 12,22+3,74 |7,56-+.2,82 | 3,98-+-1,28] 26,97+6,96 | 32 
Ascites | 4,32+1,18 | 6,12+2,85 |5,38-+2,19 | 3,51+.1,32] 19,33-45,68 ] 41 




















Tab. 2. Prozentzahlen der Mittelwerte der Phosphorverbindungen bezogen auf 
Gesamt-P = 100°). 

















Anorgan. P 2.3-PGS FDP | ATP 

Normal 12,0 45,0 28,0 15,0 

Ascites 22,5 31,5 28,0 18,0 
A Diskussion 


Das Hauptergebnis der Versuche ist die deutliche Abnahme der 2.3-PGS, die 
bei den Erythrocyten von Mensch und Saugetier eine so wesentliche Komponente 
der siureléslichen P-Verbindungen darstellt, und die Zunahme des anorganischen 
Phosphats bei den ‘Tumor-Mausen. Es wire méglich, daB das Enzym Glycerat- 
2.3-diphosphatase, das zuerst in den roten Blutzellen von Kaninchen aufgefunden 
wurde?, in den Erythrocyten der Ascites-Mause in gréBerer Menge vorkommt als 
in denen der Normalmause und somit zu einer Abnahme von 2.3-PGS fiihren wiirde. 
Dieses Enzym wurde aus Erythrocyten von Mensch und Schwein partiell ge- 
reinigt®. In wesentlich héherer Konzentration als im Blut findet es sich in Ratten- 
und Kaninchenmuskel, in Backerhefe* und ist im tierischen Gewebe iiberhaupt 
weit verbreitet. 

Es ist bekannt, daB Milchsiure-Dehydrogenase im Serum von Tieren mit ver- 
schiedenen experimentellen Tumoren, auch von Mausen mit festem Khrlich-Car- 
cinom, auf das 50—100fache erhéht ist und bei Regression der Tumoren wieder 
zuriickgeht®. 

Wroblewski® beobachtete auch im Serum von Patienten mit Leukamie, 
Lymphom, Sarkom oder Carcinom vermehrte Milchsiure-Dehydrogenase, die bei 
erfolgreicher Behandlung abnahm. Es ware demnach zu priifen, ob in ahnlicher 
Weise auch in den Erythrocyten von Ehrlich-Ascites-Tumor-Mausen eine Zu- 
nahme der Glycerat-2.3-diphosphatase erfolgt. Mit der Lésung dieser Frage sind 
wir beschaftigt. 


Fir die Unterstiitzung unserer Arbeit durch eine Forschungsbeihilfe des 
Landes Nordrhein-Westfalen méchten wir unseren aufrichtigen Dank aus- 
sprechen. 

Ferner danken wir dem Direktor des Max-Planck-Instituts fiir Ernahrungs- 
physiologie in Dortmund, Herrn Professor Kraut, fiir das unserer Arbeit ent- 
gegengebrachte Interesse und ihre Férderung. 

2 S. Rapoport u. J. Luebering, J. biol. Chemistry 189, 683 [1951]. 

3 8. Maényai u. Zs. Varady, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 
549 [1956]. 

4 B. K. Joyce u. S. Grisolia, J. biol. Chemistry 283, 350 [1958]. 

5 V. Riley u. F. Wréblewski, Science [Washington] 182, 151 [1960]. 
6 F. Wroblewski, Cancer 12, 27 [1959]. 
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Zusammenfassung 
Der Vergleich der saureléslichen P-Verbindungen im Blut von Normal- 
Mausen und Ehrlich-Ascites-Tumor-Mausen zeigt, daB bei letzteren ein Abfall der 
2.3-Diphospho-glycerinsdure um 30%, erfolgt, wahrend das anorganische Phosphat 
ansteigt. Der Gesamt-P sinkt gleichzeitig um 25%, ab. 


Summary 


Comparison of the acid-soluble compounds in the blood of normal and Ehr- 
lich-Ascites-tumor-mice shows a 30% decrease of 2,3-diphosphoglyceric acid in the 
tumor mice whereas inorganic phosphate is elevated. At the same time the total P 


decreases by 25%. 


Frau Prof. Dr. M. Rohdewald, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitit Bonn, NufBallee 11. 
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D-Glycerat-Dehydrogenase aus Leber 
Vorlaufige Mitteilung 


Beitrag zum Serin-Stoffwechsel 
Von 
Fritz Heinz und Walther Lamprecht 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule 
und der I. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1961) 


Pyridinnucleotid-abhaingige p-Glycerat-Dehydrogenasen wurden bis jetzt nur 
in Pflanzen nachgewiesen. Stafford, Magaldi und Vennesland! haben erst- 
mals die Verteilung einer D-Glycerat-Dehydrogenase in verschiedenen Pflanzen 
beschrieben; ausgehend von Hydroxypyruvat wurde beim Enzymumsatz p-Gly- 
cerat als Reaktionsprodukt isoliert. Eine p-Glycerat-Dehydrogenase haben Holzer 
und Holldorf? aus Spinatblattern angereichert. Das von Zelitch® aus Tabak- 
blattern kristallisierte Enzym Glyoxylsiure-Reduktase reduziert ebenfalls Hydroxy- 
pyruvat zu D-Glycerat. Diese Dehydrogenasen sind ausnahmslos DPN- spezifisch. 
In Rohextrakten von Tabakblattern hat Zelitch* jedoch eine TPN-abhangige 
Hydroxypyruvat-Reduktion beschrieben. 

In tierischen Geweben hat man unseres Wissens nie eine pyridinnucleotid- 
abhangige Oxydation von p-Glycerat gefunden. p-Glycerat-Dehydrogenase haben 
wir nun in Leber nachweisen kénnen. Das Enzym katalysiert die Pyridinnucleotid- 
abhingige Oxydation von p-Glycerat zu Hydroxypyruvat: 


pD-Glycerat + PN®° === MHydroxypyruvat + PNH + H® 
(PN® = DPN® oder TPN®) 


Eine spektrophotometrische Aktivitatsbestimmung in rohen Enzympraparaten 
aus tierischen Geweben mit Hydroxypyruvat und DPNH, analog der Methode von 
Stafford? und Holzer?, erlaubt keine Differenzierung zwischen p-Glycerat- und 
Lactat-Dehydrogenase. Bekanntlich setzt auch Lactat-Dehydrogenase Hydroxy- 
pyruvat, allerdings zu L-Glycerat um. 

Die Moglichkeit der ‘Differenzierung zwischen Lactat-Dehydrogenase und 
p-Glycerat-Dehydrogenase bietet, wie wir fanden, die DPN- bzw. TPN-abhangige 
Oxydation der p-Form der Glycerinséure zu Hydroxypyruvat. Im alkalischen 
Milieu und in Anwesenheit von Hydrazin liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf 
der Seite von Hydroxypyruvat. Damit ist ebenfalls eine spektrophotometrische 
Bestimmung der Enzymaktivitaét von p-Glycerat-Dehydrogenase méglich. 

Bei der Enzymtestung mit DPN® stéren groBe Mengen an Lactat. Verun- 
reinigungen an Lactat-Dehydrogenase oxy dieren Lactat DPN -abhangig und iiber- 
lagern so die Glycerat-Oxydation. Erst wenn Lactat aus den Organextrakten durch 
Dialyse entfernt wird, ist die Bestimmung der Aktivitat der p-G lycerat-Dehydro- 
genase méglich. 


1H. A. Stafford, A. Magaldi u. B. Vennesland, J. biol. Chemistry 207, 
621 [1954]. 

2 H. Holzer u. A. Holldorf, Biochem. Z. 329, 292 [1957]. 

3 I. Zelitch, J. biol. Chemistry 216, 553 [1955]. 
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Angereicherte Enzympraparate haben wir aus Kaninchen- und Rattenleber 
gewonnen. Diese Praparate zeigen — wie dialysierte Leberextrakte — mit DPN® 
und TPN® gleiches Aktivitatsverhaltnis (1: 1). 


Um die evtl. Oxydation von p-Glycerat durch Lactat-Dehydrogenase auszu- 
schlieBen, wurde die Aktivitét der Lactat-Dehydrogenase in angereicherten 
Glycerat-Dehydrogenase-Priparaten bestimmt. Wird zu einem Testansatz mit 
D-Glycerat eine der Lactat-Dehydrogenase-Verunreinigung entsprechende Menge 
an kristallisierter Muskel-Lactat-Dehydrogenase zugegeben, so erweist sich, daB 
p-Glycerat ausschlieBlich von der DPN- und TPN-abhangigen pv-Glycerat-De- 
hydrogenase aus Leber, jedoch nicht durch Lactat-Dehydrogenase oxydiert wird. 


Bei der Frage der Verwertung von D-Glycerat in der Leber stehen nun vier 
Stoffwechselwege offen: 


a) Die von Lamprecht, Diamantstein, Heinz und Balde?* beschriebene 
,sphosphorylierende“ Umsetzung von D-Glycerat zu 2-Phospho-D-glycerat mit 
Glyceratkinase unter Vermittlung von ATP, 


b) die hier beschriebene ,,dehydrierende‘‘ Umsetzung von p-Glycerat zu 
Hydroxypyruvat mit p-Glycerat-Dehydrogenase unter Beteiligung von DPN® 
oder TPN®, 


c) die von Schafer und Lamprecht* gefundene ,,oxydative‘* Umsetzung von 
p-Glycerat zu Hydroxypyruvat mit Hilfe des in Mitochondrien lokalisierten En- 
zymes ,,a-Hydroxycarbonsiure-Oxydase“ ohne Beteiligung eines Pyridinnucleotid- 
Coenzyms, 

d) die ,,reduktive‘* Umsetzung nach Lamprecht und Heinz® von p-Glycerat 
zu D-Glycerinaldehyd mit Hilfe von ,,Glycerinaldehyd-Dehydrogenase‘‘ und DPNH. 

Nach Aufklarung der ,,oxydativen‘‘ und ,,dehydrierenden“* Umsetzung von 
p-Glycerat zu Hydroxypyruvat kann der mégliche Weg des Auf- und Abbaues von 
Serin in der Leber diskutiert werden. Die Bildung von L-Serin aus Hydroxypyruvat 
durch Transaminierung mit L-Alanin hat Sallach? nachgewiesen. Hydroxy pyruvat 
kann auch aus p-Serin durch Oxydation mit pD-Aminosiureoxydase entstehen. 
Dickens und Williamson® haben aus Ergebnissen mit “C-markiertem H ydroxy- 
pyruvat einen Reaktionsweg Serin — Glucose postuliert, der iiber Glycerat fiihrt, 
jedoch den Schritt Hydroxypyruvat — Glycerat offen laBt. 


Der von Dickens und Williamson? gefundene “C-Einbau in Glykogen mit 
L-Glycerat-[3-“C] und die Verteilung der C-Aktivitaét im Glucosemolekiil findet 
jetzt nach Einbeziehen der p-Glycerat-Dehydrogenase-Reaktion eine Erklarung: 
L-Glycerat-[3-4C] kann durch Lactat-Dehydrogenase oder ,,x-Hydroxycarbon- 
siure-Oxydase** zu Hydroxypyruvat-[3-4C] oxydiert und dieses mit D-Glycerat- 
Dehydrogenase zu pD-Glycerinsaure-[3-4C] reduziert werden. Nach Phosphory- 
lierung zu 2-Phospho-p-glycerat-[3-“C] und Umkehr der glykolytischen Reak- 
tionen ware die von Dickens et al.® in Glucose gefundene C-Verteilung in C-1 
und C-6 (C-1 + C-6 = 85—90%, C-3 + C-4 = 9—9,5%) erklart. 

Anreicherung und Charakterisierung der p-Glycerat-Dehydrogenase wird in 
einer nachfolgenden Arbeit beschrieben. 

Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


4W.Lamprecht, T. Diamantstein, F. Heinz u. P. Balde, diese Z. 
$16, 97 [1959]. 

5 W. Lamprecht, Klin. Wschr. 39, 358 [1961]; G. Schafer u. W. Lamp- 
recht, diese Z. im Druck. 

6 W. Lamprecht u. F. Heinz, Z. Naturforsch. 13b, 464 [1958]. 

7H. J.Sallach, J. biol. Chemistry 228, 1101 [1956]. 

8 F. Dickens u. D. H. Williamson, Biochem. J. 72, 496 [1959]. 

® F. Dickens u. D. H. Williamson, Biochem. J. 77, 356 [1960]. 
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Summary 
p-Glycerate dehydrogenase, which had hitherto only been found in plants, 
has now been demonstrated in liver, and its activity determined spectrophoto- 
metrically in liver extracts. The enzyme catalyses the pyridine nucleotide-depen- 
dent oxidation of p-glycerate to hydroxypyruvate. With the aid of this enzyme, 
the breakdown and synthesis of serine in the liver can proceed as follows: serine 
<= hydroxypyruvate = D-glycerate =~ 2-phospho-p-glycerate. 


Privat-Dozent Dr. Walther Lamprecht, I. Medizinische U niversitatsklinik, 
Miinchen 15, Ziemssenstr. 1. 
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Die Konstitution des normalen adulten Humanhamoglobins 
Von 


G. Braunitzer, R. Gehring-Miiller, N. Hilschmann, K. Hilse, G. Hobom, V. Rudloff 
und B. Wittmann-Liebold* 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Juli 1961) 


Hamoglobine bestehen aus zwei Komponenten: dem eisenhaltigen Him und 
Protein (Globin). Das Mol.-Gew. wurde in der Ultrazentrifuge zu 66—68000 er- 
mittelt!. Auf dieses Mol.-Gew. bezogen, besteht die Partikel aus vier Fe-Atomen, 
vier Porphyrinringen und vier Peptidketten, von denen je zwei identisch vor- 
liegen?. Die vier Hame sind fiir alle Ketten identisch. Die Konstitution dieses An- 
teils wurde von Hans Fischer ermittelt. 

Im folgenden wird iiber die vollstaéndige chemische Struktur des Proteins der 
Hauptkomponente des normalen adulten Humanhamoglobins berichtet. Unsere 
friiheren Arbeiten handelten iiber die Spaltung des Globins mit Trypsin’, Trennung 
der Spaltprodukte‘, iiber eine Partialformel der «-5 und 6-Kette® sowie iiber die 
Lage der Sequenzliicken’. 

Zur vollstandigen Strukturaufklarung muBten wir noch die Sequenzanalyse 
des sog. «- und £-Cores sowie des Peptides HT,,, (62-90 der «-Kette) erganzen: 

Das «-Core (bearbeitet von G. H.) wurde durch Reduktion der SH- bzw. der 
evtl. vorhandenen S-S-Gruppen nach Swan® baw. Neurath® oder durch Reduk- 
tion und Carboxymethylierung mit Jodacetamid nach Anfinsen® vorbehandelt, 
der so modifizierte Kettenanteil anschlieBend chymotryptisch bzw. peptisch 
hydrolysiert und die iiber Dowex 1X2 }° isolierten Spaltprodukte der Sequenz- 
analyse unterworfen. 

Das £-Core (bearbeitet von N. H.) wurde nach Oxydation der beiden SH- 
Gruppen mit Perameisensiure!! mit Pepsin gespalten; die Bruchstiicke wurden 
ebenfalls mittels Dowex 1X2 isoliert. 


* Neue Anschrift: Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abt. Melchers, 
Tiibingen. 

1 The Svedberg u. R. Fahraeus, J. Amer. chem. Soc. 48, 430 [1926]. 

2 H.S. Rhinesmith, W. A. Schroeder u. L. Pauling, J. Amer. chem. 
Soc. 79, 609 [1957]; G. Braunitzer, diese Z. 312, 72 [1958]; H.S. Rhinesmith, 
W. A. Schroeder u. N. Martin, J. Amer. chem. Soc. 80, 3358 [1958]. 

3 B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 315, 271 [1959]. 

4 K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 603, 604 [1959]. 

5 G. Braunitzer, V. Rudloff, K.Hilse, B.Liebold u. R. Miller, 
diese Z. 320, 283 [1960]. 

6 G. Braunitzer, N. Hilschmann, K. Hilse, B. Liebold u. R. Miller, 
diese Z. 322, 96 [1960]. 

7 G. Braunitzer, B. Liebold, R. Miilleru. V. Rudloff, diese Z. 320, 170 
[1960]; G. Braunitzer, N. Hilschmann, V. Rudloff, K. Hilse, B. Liebold 
u. R. Miller, Nature [London] 190, 480 [1961]; G. Braunitzer, N. Hilsch- 
mann, B. Wittmann-Liebold, diese Z. $25, 94 [1961]. 

8 J. M. Swan, Nature [London] 180, 643 [1957]; J.-F. Pechére, G. H. Di- 
xon, R.H.Maybury u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 288, 1364 [1958]; 
J. L. Bailey u. R. D. Cole, J. biol. Chemistry 284, 1733 [1959]. 

® KE. Haber u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 286, 422 [1961]. 

10 G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, Angew. Chem. 
71, 376 [1959]; V. Rudloff u. G. Braunitzer, diese Z. $28, 129 [1961]. 

11 ©. H. W. Hirs, J. biol. Chemistry 219, 611 [1956]. 
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Das Peptid HT,,, (bearbeitet von K. H. und V. R.) wurde nach 2stdg. Ein- 
wirkung von Pepsin in mehrere Bruchstiicke zerlegt, an denen anschlieBend die 
Sequenzanalyse durchgefiihrt werden konnte. GréBere Bruchstiicke wurden mit 
Subtilisin, Papain, Elastase, verd. Essigsiure oder konz. Salzsiure nachgespalten. 

Zur Sequenzanalyse wurden in wechselnder Kombination Edmanscher Abbau 
(subtraktive Methode nach Hirs?*), Hydrazinolyse*, Einwirkung von Carboxy- 

ptidase'4, in einigen Fallen auch von Aminopolypeptidase!5, herangezogen. 
Samtliche Untersuchungen wurden mit den Analysengeréten nach Spackman, 
Stein und Moore?® quantitativ verfolgt. 

Die Ergebnisse, d. h. die nun vollstandige Konstitution des Proteins des nor- 
malen adulten Humanhamoglobins, zeigt das nebenstehende Schema. Auf Grund der 
Sequenzanalyse der beiden Core-Peptide kann nun eine endgiiltige Bruttoformel 
der Peptidketten angegeben werden: 

a-Kette: Lys,,, His,), Arg;, Asp,., Thry, Ser,,, Glu;, Pro,, Gly,, Ala.,, 
Cys,, Val,3, Met., Leu,g, Tyr, Phe,, Try, (141 Aminoséuren). 

B-Kette: Lys,,, His,, Arg,, Asp,;, Thr;, Ser;, Glu,,, Pro,, Gly,,, Ala,;, 
Cys,, Val,,, Met,, Leu,,, Tyr3, Phe,, Try, (146 Aminosauren). 

Die Proteinkomponente hat also folgende Aminosiéurezusammensetzung: 
Human-Globin A («,/8,) Lys44, Hiss,, Argy., Asps9, Thrss, Serge, Glug,, Progs, 
Gly49, Alaz,, Cys,, Val,., Met,, Leu,., Tyr;., Phes , Try, (674 Aminosauren). 

Die daraus zu berechnenden Molekulargewichte des Hamoglobins und seiner 
Komponenten sind in Tab. 1 zusammengefaBt. 


Tab. 1. Molekulargewicht des Humanhamoglobins und seiner Komponenten, 
errechnet aus den chemischen Daten. 








. a-Kette B-Kette Globin «,/B, | Hamoglobin 
Anzahl d. Aminoséuren 141 146 574 574 
Mol..Gew. ...... 15128 15870 61990 64450 
(66—68 000)* 











* Mit Hilfe der Ultrazentrifuge bestimmt?. 


Nach Untersuchungen von Perutz und Kendrew und Mitarbeitern be- 
Sitzen die «- und #-Kette der Hamoglobine!’ und die Myoglobinkette1’ eine sehr | 
ahnliche Sekundar- und Tertiarstruktur, weshalb die Ergebnisse am Wal-Myoglobin 
im Formelschema unseren Befunden gegeniibergestellt sind. Esist jedoch zu beachten, 
daB zu diesem Vergleich das von Kendrew und Mitarbeitern!® sowie von Hirs und 
Edmundson!® untersuchte Wal-Myoglobin herangezogen wurde. Ein Teil der 
Abweichungen gegeniiber dem Humanhaimoglobin darf deshalb auf den verschie- 
denen Ursprung zuriickgefiihrt werden; so wurde beim Vergleich mehrerer 


12 C,H. W. Hirs, S. Mooreu. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 235, 633 [1960]. 

13 §. Akabori, K. Ohno u. K. Narita, Bull. chem. Soc. Japan 25, 214 
[1952]; G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

14 J. I. Harris in D. Glick, Methods of Biochemical Analysis, Bd. IT, 8.397, 
Interscience Publishers Inc., New York 1955. 

15 R.L. Hill, D.H.Spackman, D.M. Brown u. E.L.Smith in Bio- 
chemical Preparations, Bd. VI, S. 35, John Wiley & Sons, Inc., New York [1958]. 

16 D. H.Spackman, W.H. Stein u. 8S. Moore, Analytic. Chem. 30, 1190 
[1958]. 

17 M. F. Perutz, M.G. Rossmann, A. F. Cullis, H. Muirhead, G. Will 
u. A. C. T. North, Nature [London] 185, 416 [1960]. 

18 J.C. Kendrew, H.C. Watson, B. E. Strandberg, R. E. Dickerson, 
D.C. Phillips u. V. C. Shore, Nature [London] 190, 666 [1961]; H.C. Watson 
u. J.C. Kendrew, ebenda 190, 670 [1961]. 

19 A. B. Edmundson u. C. H. W. Hirs, Nature [London] 190, 663 [1961]. 
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Zu Hoppe-Seyler’s Zeitschrift, Band 325: Die Konstitution des normalen adulten Humanhimoglobins 
von 


G. Braunitzer, R. Gehring-Miller, N. Hilschmann, K. Hilse, G. Hobom, V, Rudloff 
und B, Wittmann-Liebold 








Die Konstitution des Proteins des normalen, adulten Humanhamoglobins. « = «-Kette, @ = £-} 
zogen, M = Myoglobinkette). Alle drei Ketten besitzen eine sehr ahnliche Sekundar- bzw. Te: 
und Mitarbeitern mit groBen Buchstaben gekennzeichnet, z. B. A — — — usw., die nicht-heli 
Die in allen drei Ketten noch identischen Reste sind im Druck hervorgehoben. Die Zahlen un‘ 





drei Ketten ohne Riicksicht a 

c Wopaerd 2 (ne es pve ee eres estan < Sy aL TA es 

a Val- -Leu-Ser-Pro-Ala-Asp-Lys-Thr-Asp-Val--Lys-Ala-Ala-Try-Gly 
a | 23834667 S FMAUBRBB HM DH 


B Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Lys-Ser-Ala-Val--Thr-Ala-Leu-Try-Gly- 
123 465 6 7 8 9 10 11 12 18 14 16 16 


Val-Ala-Gly-Glu-Try-Ser-Glu-Ileu-Leu-Lys- ? -Try- ? - 
123 465 67 8 9 10 11 12 18 14 15 16 


--------- C-------------O 
a -Arg-Met-Phe-Leu-Ser-Phe-Pro-Thr-Thr-Lys-Thr-Tyr-Phe-Pro-His-Phe 
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 


B -Arg-Leu-Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Try-Thr-Glu-Arg-Phe-Phe-Glu-Ser-Phe- 
30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 


M -Ser-Leu-Phe-Lys-Ser-His-Pro-Glu-Thr-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Arg-Phe 
32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 


a, -Lys-Gly-His-Gly-Lys--Lys-Val-Ala-Asp-Ala-Leu-Thr-Asp-Ala--Val-Ala 
56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 


B -Lys-Ala-His-Gly-Lys--Lys-Val-Leu-Gly-Ala-Phe-Ser-Asp-Gly--Leu-Ala. 
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 


M -Lys-Val-His-Gly-Deu-Glu-Val-Asp-His-Ala-Leu-Gly-Ala-Ileu-Asp-Arg. 
63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 177 178 


FG 
« -His-Ala-His-Lys-Leu-Arg-Val--Asp-Pro-Val--Asp-Phe-Lys-Leu-Leu-Se: 
87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 10: 


£ -His-Cys-Asp-Lys-Leu-His-Val--Asp-Pro-Glu--Asp-Phe-Arg-Leu-Leu-Gl 
92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 10° 


M -His-Ala- -Lys-Leu-Phe-Lys-Ileu-Pro-Ileu-Lys-Tyr- ? -Glu-His-Le 
94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 105 


« -Phe-Thr-Pro-Ala-Val-His-Ala-Ser-Leu-Asp-Lys-Phe-Leu- Ala-Ser-Val- 
117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 
f -Phe-Thr-Pro-Pro-Val-Glu-Ala-Ala-Tyr-Glu-Lys-Val-Val- Ala-Gly -Val- 
122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 
M -Phe-Gly-Ala-Pro-Asp-Ala-Gly-Ala-Met-Gly-Lys-Ala-Leu-Glu-Leu-Phe- 
125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 





tte, 2 = ~-Kette (zum Vergleich wurde die Sequenz der Peptidkette des Wal-Myoglobins h 

ar- bzw. Tertiar-Struktur. Die helicalen Bereiche sind, entsprechend der Nomenklatur von Kendrew 
ie nicht-helicalen mit Doppelbuchstaben, z. B. CD = Verbindung zwischen der C- und D-Helix. 
e Zahlen unter der Myoglobinkette stellen eine iibergeordnete durchlaufence Numerierung fiir alle 
Riicksicht auf Sequenzliicken dar. 


Ala-Try-Gly-Lys-Val-Gly-Ala-His-Ala-Gly-Glu-Tyr-Gly-Ala-Glu-Ala-Leu-Glu- 
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29° 30 
eu-Try-Gly-Lys-Val-Asp- -Val-Asp-Glu-Val-Gly-Gly-Glu-Ala-Leu-Gly- 
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 
? -Try- ? -Leu-Leu-Glu- ? -Leu-Val-Ala-Gly-His-Gly-Lys-Leu-Thr-Leu-Lleu- 
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 


D------------- E-------- 
Pro-His-Phe- -Asp-Leu-Ser-His- -Gly-Ser-Ala-Glu-Val- 
44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 


Glu-Ser-Phe-Gly-Asp-Leu-Ser-Thr-Pro-Asp-Ala-Val-Met-Gly-Asp-Pro-Lys-Val- 
43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 


\sp-Arg-Phe-Lys-His-Leu-Lys-Thr-Glu-Ala-Glu-Met-Lys-Ala-Ser-Glu-Asp-Leu- 
45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 


—-—---- EF F ----------- 
\la--Val-Ala-His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asp-Ala-Leu-Ser-Ala-Leu-Ser-Asp-Leu- 
69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 


ly--Leu-Ala-His-Leu-Asp-Asp-Leu-Lys-Gly-Thr-Phe-Ala-Thr-Leu-Ser-Glu-Leu- 
14 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 
eu-Asp-Arg-Lys-Lys-Gly-Leu-His-Glu-Leu-Glu-Glu-Ala-Pro-Thr-Ala-His-Ser- 
76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 


‘Leu-Leu-Ser-His-Cys-Leu-Leu-Val--Thr-Leu-Ala-Ala-His-Leu-Pro- -Ala-Glu- 
100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 
Leu-Leu-Gly-Asp-Val-Leu-Val-Cys--Val-Leu-Ala-His-His-Phe-Gly-  -Lys-Glu- 
105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 
-Glu-His-Leu-Ser- ? -Ala-Val-Ileu-His-Val-Arg-Ala-Thr-Lys-His-Asp-Asp-Glu- 
107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 


\la- Ser-Val-Ser-Thr-Val-Leu--Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg 
30 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 
la-Gly -Val-Ala-Asp-Ala-Leu--Ala-His-Lys-Tyr-His 
35 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 
‘lu-Leu-Phe-Arg-Lys-Asp-Ileu-Ala-Ala-Lys-Tyr-Lys-Glu-Leu-Gly-Tyr-Gly-Glu 
38 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 
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Hamoglobine, z. B. Pferde- und Humanhamoglobin, ein Austausch von einigen 
(in der a-Kette 15) Aminosiuren gefunden2°, 

Die Ketten wurden nach dem Prinzip der minimalen Anzahl von Sequenz- 
liicken einander gegeniibergestellt. Wie aus dem Schema ersichtlich, miissen 
zwischen der «- und #-Kette einerseits und der Myoglobinkette andererseits 
mindestens zwei weitere Sequenzliicken angenommen werden, da die Reste 89 
der a- und 94 der £-Kette keinen Partner im Myoglobin besitzen, ebenso- 
wenig wie der Rest 122 des Myoglobins im Hamoglobin. Der friiher’ geschilderte 
Befund, da8 in der «-Kette eine Sequenzliicke von fiinf Aminosaéuren auftritt, kann 
nun, auf Grund réntgenographischer Ergebnisse als Deletion der gesamten 
D-Helix gedeutet werden. Es wird angenommen, da8 Deletionen sonst im heli- 
calen Bereich Letalfaktoren darstellen. Unser Befund, daB alle iibrigen Dele- 
tionen in nichthelicalen Bereichen bzw. am Ubergang zu denselben liegen, zeigt, daB 
diese Hypothese im Einklang mit den Ergebnissen an den Hamproteinen steht. 

Wie aus dem Formelschema ersichtlich, ist die Ahnlichkeit zwischen der 
a- und f-Kette des Hamoglobins gréBer: es werden 66 identische Reste nach- 
gewiesen (Tab. 2), wahrend in simtlichen drei Ketten nur noch 22 identische Reste 
auftreten. 


Tab. 2. Der Anteil der identischen und nichtidentischen Sequenzen sowie der Liicken 
in den helicalen und nichthelicalen Bereichen der «- und f-Kette. 





helical | nichthelical 





Identische Sequenzen 50 16 
Nichtidentische Sequenzen 60—65 13 
Deletionen 0 9—li 


Die Konstitution der Peptidketten kann im einzelnen an dieser Stelle nicht 
diskutiert werden. Auf einige Punkte soll jedoch bereits in diesem Zusammenhang 
hingewiesen werden. Die Prolylreste sind in sehr ahnlichen Teilen des nichthelicalen 
Bereiches, am Ende der Helix oder an Ubergangsstellen fixiert. Die Histidyl- 
verkniipfungen des Hams befinden sich in allen drei Peptidketten in gleicher Po- 
sition (65 und 94). In simtlichen drei Ketten wird ferner im nichthelicalen Bereich 
CD in Position 44 und 47 ein Phenylalanylrest gefunden. Im Myoglobin liegt die 
aromatische Seitenkette dieser Aminosaure parallel zu den Pyrrolringen des Haims. 
Wahrscheinlich findet in allen drei Peptidketten eine Stabilisierung des Hams 
durch die Seitenkette des Phenlyalanins im Sinne eines 2-Komplexes statt?!. 
Bemerkenswert ist z. B. auch die identische Lage der Tyrosinreste 148 in den drei 
Peptidketten. Dieser Rest bildet im Myoglobin eine Tyrosyl-Carbonyl-Wasserstoff- 
briicke und ist fiir die Stabilisierung des G- und H-helicalen Bereiches der Peptid- 
ketten verantwortlich. Am N-terminalen Ende ,,ragen“‘ die «- und die B-Kette um 
zwei bzw. drei, am C-terminalen Ende die Myoglobinkette um sechs Reste ,,heraus‘. 

Die drei Cysteinreste sind in den Ketten an verschiedenen Stellen lokalisiert : 
nur zwei hiervon sind mit Histidin benachbart. Der Cysteinrest der «-Kette (Po- 
sition 104) und der Cysteinrest 112 der £-Kette sind in ihrer Position um drei 
Aminosauren gegeneinander unterschieden. Es kann angenommen werden, daB die 
beiden Reste bei ahnlicher sterischer Position um eine Windung in der Helix ver- 
schoben sind. 

Nicht beriicksichtigt wurden im Schema die Saureamide: diese wurden meist 
fermentativ mit Carboxypeptidase im Analysator ermittelt: Zusatzlich wurde 
auch das elektrophoretische Verhalten der Peptide herangezogen: 

a-Kette: Asparagin in Pos. 9, 68, 78 u. 97, Glutamin in Pos. 54 

B-Kette: Asparagin in Pos. 19, 57, 94, 102, 108 u. 139, Glutamin in Pos. 39, 

127 u. 131 


20 G. Braunitzer u. G. Matsuda, diese Z. 325, 91 [1961]. 
21 J.C. Kendrew, priv. Mitteil. 
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Diese Zahl der Saureamide stellt jedoch ein Minimum dar, da eine Verseifung 
wahrend der Versuche nicht ausgeschlossen werden kann; wir werden dariiber 
spater ausfiihrlich berichten. 

Von unseren Ergebnissen wurden inzwischen die Partialformel der «-Kette 
und einige Sequenzen derselben bestatigt??. Die kiirzlich erhobenen Befunde von 
Schréder an der y-Kette stiitzen — infolge der Homologie der y-Kette — 
viele bereits friiher veréffentlichte Sequenzen der $-Kette®*. Von unseren friiheren 
Befunden ist in der «-Kette ein Austausch der Sequenzen Ala-Glu (anstelle Glu- 
Ala, Position 26—27) und Pro-Thr (Position 37—38) notwendig geworden*. 
Die friiher vorhandenen Differenzen der Sequenzen in Position 135—139 der 
f-Kette machten eine Nachpriifung der Ergebnisse notwendig. Unsere neuen 
Befunde stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Schréder*. Die kiirzlich** 
wiedergegebene Sequenz fiir die «-Kette in Position 47—56 Asp-Leu-Ser-Ser-Gly- 
Ala-(Glu, His, Val)-Lys widerspricht unseren Befunden: Asp-Leu-Ser-His-Gly-Ser- 
Ala-Glu-Val-Lys. : 


Die ausfiihrlichen Mitteilungen mit den experimentellen Unterlagen erscheinen | 


demnachst in dieser Zeitschrift. 


Die Durchfiihrung dieser Arbeiten war nur durch langjahrige und groBziigige 
Foérderung méglich, welche wir Herrn Professor Dr. A. Butenandt verdanken. 
Die Deutsche Forschungsgemeinschaft unterstiitzte unsere Arbeiten seit 
einem Jahr durch Sachbeihilfen. Herrn Dr. F. Lindner, Herrn Professor Dr. 
J.Schmidt-Thomé und Herrn Dr. Schéne, Farbwerke Hoechst, danken wir 
fiir die Darstellung der Globinpraparate, Frl. B. Schrank, Frl. K. Haselhorst, 
Frl. R. Pagel und Herrn K. Ig fiir ihre wertvolle Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Die vollstandige Konstitution des Proteins des normalen adulten Human- 
hamoglobins wird angegeben: die «-Kette enthalt 141, die B-Kette 146 Amino- 
siuren. Das Hamoglobin enthalt daher 574 Aminosiuren, woraus sich ein Mol.- 
Gew. von 64450 errechnet. 


Summary 


The complete structure of the protein of normal adult human hemoglobin is 
presented: the a-chain contains 14] amino acids, the f-chain 146. Thus, hemo- 
globin contains 574 amino acids, from which molecular weight of 64,450 can be 
calculated. 


2 R. J. Hill u. W. Konigsberg, J. biol. Chemistry 236, PC 7 [1961]. 

23 W. A. Schroeder, R. T. Jones, J. R. Shelton, J. B. Shelton, J. Cor- 
mick u. K. McCalla, Proc. nat. Acad. Sci. (USA) 47, 811 [1961]. 

2 W. A. Schroeder, J. R. Sheltonu. J. B. Shelton, Analyt. Biochemistry 
2, 87 [1961]. 
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Untersuchung des Mechanismus der Denaturierung 
und Renaturierung von léslichem Kollagen 
mit der Lichtstreuungsmethode 
Von 
Jiirgen Engel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1961) 


Das native Monomere des lislichen Kollagens hat durch seine Struktur, eine 
aus drei Helices bestehenden Tripelhelix!, in Lésungen die Form eines verhiltnis- 
maBig starren Stabchens mit einer Lange von etwa 3000 A, einem Durchmesser 
von etwa 14 A und einem Molekulargewicht von etwa 350000 (s. 1. c.2). 


Denaturierung 


Bei der Warmedenaturierung zerfallt der gréBte Teil der Molekiile in je eine 
a«- und 6-Komponente vom Molekulargewicht 115000 + 10% und 215000 + 10%. 
Etwa jedes 13. Molekiil denaturiert in eine sogenannte y-Komponente, die ungefahr 
das gleiche Molekulargewicht wie das native Molekiil hat®. Die hohe Asymmetrie 
des nativen Molekiils ist jedoch véllig verlorengegangen und alle drei Komponenten 
liegen in Form fast kugelsymmetrischer, statistischer Knauel vor. 

Doty und Nishihara? postulieren aus der etwa gleichschnellen Abnahme 
der optischen Drehung und der Viskositaétszahl von sauer extrahiertem Kollagen 
in 0,15m Citratpuffer vom pH 3,7 bei 35° einen EinstufenprozeB fiir die Denaturie- 
rung, indem das Molekiil gleichzeitig mit dem Zusammenbruch seiner Struktur in 
drei Komponenten zerfallen soll. 

Wir haben diese Annahme mit der Methode der Lichtstreuung gepriift, die 
uns an jedem Punkt der Kinetik sowohl das Gewichtsmittel des Molekulargewichts 
(abnehmend von 350000 bis 190000) wie auch in der Anfangsneigung der Winkel- 
abhangigkeit (tg «) der Auftragung nach Zimm+‘ ein MaB fiir die Lange der Molekiile 
lieferte. Der tg « nahm im Laufe einer Denaturierung von 9- 10~® bis 0,5 - 10-8 ab. 
Wir fanden bei verschiedenen Temperaturen, da8 das Achsenverhialtnis der Mole- 
kiile immer viel rascher abnimmt als das Molekulargewicht. So ist z. B. bei 39° der 
tg « bereits nach 5 Min. auf den Endwert gefallen. Das Gewichtsmittel des Molekular- 
gewichtes betragt nach 60 Min. noch 200000. 


Die Denaturierung ist demnach ein ZweistufenprozeB: 


1. Das Molekiil bricht zu einem Gebilde zusammen, welches sich wie ein 
statistisches Knauel verhalt, in dem die einzelnen Peptidketten aber noch 
irgendwie verbunden sind. 


2. In einer zweiten, langsameren Reaktion zerfallt diese Zwischenstufe in die 
Komponenten. 


1 A. Rich u. F. H.C. Crick in G.Stainsby, Recent Advances in Gelatine 
and Glue Research, S. 20, Pergamon Press, London 1958. 

2 P. Doty u. T. Nishihara, ebenda, S. 92. 

3 W. GraBmann, K. Hannig u. J. Engel, diese Z. 324, 284 [1961]. 

4 B. H. Zimm, J. chem. Physics 16, 1093 [1948]. 
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Renaturierung 


Es ist bekannt, daB die optische Drehung und die Viskositét denaturierter 
Lésungen in der Kalte langsam wieder ansteigen®. Uns interessierte, ob sich dabei, 
wie von verschiedenen Autoren angenommen, wenigstens zu einem gewissen Pro- 
zentsatz native Molekiile zuriickbilden. Wir konnten jedoch mit Hilfe der Licht- 
streuung feststellen, daB ein Anteil von zumindest 95% nicht mehr in die 
urspriingliche native Form ibergefiihrt werden kann. 

Dafiir sprechen folgende Punkte: 

1. Der tg a, der selbst auf sehr wenige Teilchen hoher Asymmetrie sehr emp- 

findlich ist, steigt nur wenig an. 

2. Das Gewichtsmittel des Molekulargewichtes lauft nicht in einen konstanten 
Wert ein, der dem Molekulargewicht des nativen Materials gleich oder 
kleiner als dieses sein miiBte, sondern wachst in Abhangigkeit von der 
Konzentration weit dariiber hinaus. Ein analoges Verhalten zeigt die Vis- 
kositét. DaB sich diese durch die Staudinger-Gleichung [yj] = K - M* 
mit « ~ 0,8 mit dem Molekulargewicht verbinden laBt, bedeutet, daB die 
Molekiile wahrend der Zunahme von My ihre Gestalt nicht wesentlich 
andern. ‘ 

. Bei der Denaturierung von ,,renaturiertem‘‘ Material setzt die Abnahme 
der Viskositatszahl nicht wie beim nativen Material sehr scharf bei einer 
bestimmten Temperatur ein, sondern verliuft iiber einen Temperatur- 
bereich von etwa 30° stetig. 

Diese Ergebnisse deuten ein mehr oder weniger statistisches Zusammenfinden 
der Einzelketten an, wobei die Zunahme der optischen Drehung anzeigt, daB teil- 
weise die Helixkonfiguration zuriickgebildet wird. Eventuell bilden sich sogar kurze 
Stiicke der Tripelhelix zuriick. 


Summary 


The heat denaturation of soluble collagen and its ‘‘renaturation‘® were 
followed by the light diffraction method. Denaturation occurs in two stages. At 
least 95% of the product after “renaturation“ is not identical with the original native 


collagen. 


Dr. Jiirgen Engel, Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, 
Miinchen 15, Schillerstr. 46. 

5 W. F. Harrington u. P.H.v. Hippel, Arch. Biochem. Biophysics 92, 
109 [1961]. 
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Dr. Jiirgen Engel, Max-Planck-Institut fiir LiweiB- und Lederforschung, 
Miinchen 15, Schillerstr. 46. 

5 W. F. Harrington u. P.H.v. Hippel, Arch. Biochem. Biophysics 92, 
109 [1961]. 








